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A obesidade é considerada um problema de saúde pública, sendo 
cada vez mais prevalente em crianças e adolescentes. Esta condição é 
um fator de risco para o desenvolvimento de outras doenças, como a 
diabetes mellitus tipo 2, as doenças cardiovasculares e a esteatose 
hepática não-alcoólica. Neste contexto, existe um interesse crescente em 
estudar os mecanismos patofisiológicos da obesidade, bem como 
encontrar novos biomarcadores que permitam a prevenção e o 
diagnóstico precoce das doenças associadas à obesidade. Assim, o 
objetivo deste trabalho é avaliar as alterações fosfolipídicas no soro de 
crianças com excesso de peso e obesas, recorrendo a técnicas de 
espetrometria de massa acopladas à cromatografia, nomeadamente, 
GC-MS e HPLC-MS e MS/MS. 
A análise do perfil de ácidos gordos dos fosfolípidos por GC-MS 
demonstrou uma diminuição significativa do ácido gordo C18:2 n-6 e um 
aumento do ácido gordo C16:0 e do C18:0 no grupo de crianças com BMI 
elevado (com excesso de peso e com obesidade) comparativamente às 
crianças de peso normal. No entanto, não se observaram diferenças 
significativas entre crianças do sexo feminino e do sexo masculino. Pela 
análise estatística multivariada aplicada aos resultados obtidos por 
HPLC-MS e MS/MS, observou-se um aumento significativo no perfil de 
espécies moleculares de PC e uma diminuição significativa de LPC, PE, 
SM e PI, tendo especial destaque a diminuição de éteres de PE. 
Deste modo, a abordagem lipidómica utilizada neste trabalho permitiu 
a análise e identificação de espécies moleculares pertencentes a 
diversas classes de fosfolípidos de crianças saudáveis, com excesso de 
peso e com obesidade. As alterações fosfolipídicas observadas 
permitiram distinguir crianças de peso normal das crianças com elevado 
BMI, no entanto, não permitiram a distinção entre crianças com excesso 
de peso e obesas. A abordagem lipidómica poderá ser utilizada para 
reconhecimento de alterações fosfolipídicas, particularmente da classe 
das LPC, PC e éteres de PE e permitir um diagnóstico precoce de 


















Obesity is a public health problem which is increasing in children and 
adolescents. This condition is a risk factor for other pathologies, such type 
2 diabetes mellitus, cardiovascular diseases and nonalcoholic fatty liver 
disease. In this context, there is a growing interest for understand the 
pathophysiological mechanism of obesity, as well identify biomarkers for 
prevention and early diagnosis of diseases associated to obesity. Thus, 
the aim of this work is to evaluate changes in phospholipid profile of 
overweight and obese children, using mass spectrometry-based 
approaches coupled with chromatography, like GC-MS and HPLC-MS 
and MS/MS. 
Analysis of fatty acid profile performed by GC-MS revealed a 
significant decrease of the C18:2 n-6 fatty acid and a significant increase 
of C16:0 and C18:0 fatty acids in children with elevated BMI. However, 
no significant differences were observed between female and male 
children. The multivariate statistical test applied to the results obtained 
bey HPLC-MS and MSMS, demonstrated a significant increase of PC 
molecular species and a significant decrease of LPC, PE, SM and PI 
molecular species, with special emphasis on the decrease of PE ethers. 
In conclusion, the lipidomic approach used in this work allowed the 
analysis and identification of the phospholipid profile of healthy children, 
overweight children and obese children. The observed phospholipid 
alterations allowed to distinguish normal weight children of children with 
elevated BMI, however no differences were observed between 
overweight and obese children. The lipidomic approach can be used as a 
tool for the recognition of phospholipid profile alterations, specially of PC, 
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A obesidade é uma condição cada vez mais prevalente na atualidade, tanto em 
adultos como em crianças e adolescentes, levando ao aumento da morbilidade e da 
mortalidade (1). Dado o rápido aumento da sua prevalência na população mundial, a 
obesidade é considerada um problema de saúde pública, pelo que o estudo dos seus 
mecanismos patofisiológicos é cada vez mais importante (2–4). Esta condição 
caracteriza-se por um aumento do índice de massa corporal (BMI, do inglês body mass 
index) que relaciona o peso corporal de um indivíduo com a sua altura. A obesidade 
ocorre quando o BMI atinge valores acima de 30 kg/m2. Por sua vez, os indivíduos com 
peso normal possuem BMI abaixo de 25 kg/m2, enquanto os indivíduos com BMI entre 
25 e 30 kg/m2 apresentam excesso de peso (5,6). A causa mais comum da obesidade é o 
excesso de ingestão de alimentos, muitas vezes associado à menor atividade física, porém 
esta condição pode, também, ser influenciada por fatores genéticos e comportamentais 
(3,5). 
A obesidade origina alterações metabólicas que podem ser responsáveis pelo 
desenvolvimento de doenças cardiovasculares (CVD, do inglês cardiovascular disease), 
diabetes mellitus tipo 2 (T2DM, do inglês type 2 diabetes mellitus) e doenças hepáticas, 
entre outras, agravando, deste modo, os seus efeitos nefastos (4). O aumento de peso 
corporal observado em indivíduos obesos está associado ao aumento do tecido adiposo, 
devido ao crescimento hipertrófico dos adipócitos (revisto em (7)). Este crescimento 
permite o armazenamento de uma maior quantidade de lípidos no tecido adiposo, o que 
previne, numa fase inicial da patologia, uma exposição excessiva de outros órgãos aos 
lípidos, inclusive aos ácidos gordos (FA, do inglês fatty acids) e aos triglicerídeos (TG, 
do inglês triglycerides) (7). No entanto, o tecido adiposo apresenta uma capacidade 
limitada de se expandir, pelo que em indivíduos obesos, ocorre também uma maior 
libertação de ácidos gordos livres (FFA, do inglês free fatty acids) e TG na corrente 
sanguínea (7). Assim, na obesidade observa-se uma maior concentração plasmática de 
FFA e TG, ocorrendo acumulação ectópica de lípidos noutros tecidos, como o tecido 
hepático, o muscular e o pancreático (7). Esta acumulação ectópica pode levar a respostas 





resposta geralmente não é suficiente face às elevadas concentrações de FA, o que origina 
uma deposição crónica de gordura que, consequentemente, favorece a lipotoxicidade, da 
qual resulta a ativação de vias inflamatórias, disfunção celular e lipoapoptose (7). A 
lipotoxicidade está associada à resistência à insulina e ao aumento de gordura no fígado 
que podem originar, respetivamente, o desenvolvimento de T2DM e esteatose hepática 
não-alcoólica (NAFLD, do inglês nonalcoholic fatty liver disease) (7). Deste modo, a 
lipotoxicidade e a inflamação influenciam o desenvolvimento de complicações 
associadas à obesidade, uma vez que aumentam o risco de desenvolvimento destas 
doenças crónicas (3) (Figura 1). 
A obesidade é, também, caracterizada por um estado de inflamação crónica de 
baixo grau, que advém da ativação de diversas vias inflamatórias. Até há poucos anos, 
considerava-se que os adipócitos tinham como função apenas armazenar lípidos. No 
entanto, hoje em dia, sabe-se que também desempenham funções endócrinas (8). Estas 
células apresentam um papel hormonal importante na regulação do metabolismo, uma 
vez que secretam um grande número de adipocinas, destacando-se a adiponectina e a 
leptina (8). A adiponectina é responsável pelo aumento da sensibilidade à insulina no 
músculo e no fígado e da oxidação de FFA e pela diminuição das concentrações 
plasmáticas, musculares e hepáticas de FFA e de TG (9). Em indivíduos obesos, as 
concentrações de adiponectina são menores, pelo que ocorre resistência à insulina e 
alteração do metabolismo lipídico (9). Por sua vez, a leptina influencia a ingestão de 
alimentos, uma vez que atua no hipotálamo, dando a sensação de saciedade (10). Apesar 
Figura 1- Efeitos da obesidade no organismo. Adaptado de Schwabe et al. (7). A lipotoxicidade e o 
aumento da inflamação, característicos da obesidade, originam disfunção de diversos órgãos e, 





das concentrações de leptina, em indivíduos obesos, serem elevadas devido ao aumento 
do tecido adiposo, o seu efeito não é o esperado, o que sugere uma diminuição da 
sensibilidade a esta hormona (10). É ainda de referir que existem diversas citocinas pró-
inflamatórias que são produzidas pelo tecido adiposo, nomeadamente interleucina 6 (IL-
6) e TNF-α (11,12). Para além disso, os adipócitos recrutam macrófagos, originando um 
aumento do número destas células do sistema imune no tecido adiposo de indivíduos 
obesos (13,14). Os macrófagos, são responsáveis pela produção de citocinas, promovendo 
a disfunção dos adipócitos, a resistência do tecido adiposo à insulina, a libertação de FA 
na corrente sanguínea e a deposição ectópica de lípidos no fígado (7,8). Assim, o tecido 
adiposo é responsável pela produção de adipocinas, bem como pelo aumento de 
macrófagos no mesmo, o que causa a inflamação associada à obesidade, podendo 
desencadear processos que levam ao desenvolvimento de outras patologias. 
Deste modo, a obesidade tem vindo a tornar-se uma condição com forte impacto 
na sociedade, dada as patologias que pode originar. O estudo do perfil lipídico em 
sistemas biológicos, incluindo no plasma, pode ser realizado com recurso à lipidómica, 
um grupo de técnicas baseadas na espetrometria de massa que fornece informação a nível 
molecular das espécies lipídicas. A lipidómica permite, assim, analisar estruturalmente 
uma enorme diversidade de lípidos (15,16), podendo ser fulcral para o estudo da 
obesidade e para a identificação de biomarcadores lipídicos que contribuam para o 
diagnóstico precoce e monitorização de doenças cuja prevalência é superior em 
indivíduos obesos (17). 
 
1.2 Lipidoma humano 
Os lípidos representam uma das principais classes de biomoléculas, 
desempenhando diversas funções no organismo, visto que integram as membranas 
biológicas, são uma fonte energética e apresentam funções como sinalizadores e 
reguladores do metabolismo (16,17). No geral, os lípidos, em mamíferos, podem ser 
classificados em 5 categorias principais (Figura 2): FA, glicerolípidos (GL, do inglês 
glycerolipids), glicerofosfolípidos (GP, do inglês glycerophospholipids), esfingolípidos 
(SP, do inglês sphingolipids) e lípidos esteróis (ST, do inglês sterol lipids) (16,18). No 
organismo humano estas classes estão presentes nos tecidos e no plasma, que apresenta 





mais comum o ácido oleico (C18:1), seguido pelo ácido palmítico (C16:0) e pelo ácido 
esteárico (C18:0) e encontrando-se algumas espécies de FA polinsaturados (PUFA, do 
inglês polyunsaturated fatty acids) em menor abundancia, como por exemplo o ácido 
linoleico (C18:2) e o ácido araquidónico (AA, do inglês arachidonic acid) (C20:4) (17). 
Pelo contrário a categoria dos GL, da qual fazem parte os TG e os diglicerídeos (DG, do 
inglês diacylglycerols), constitui uma das classes de lípidos mais abundantes a nível 
plasmático (17). Outra categoria muito abundante a nível plasmático é a dos GP, que 
engloba as classes de ácido fosfatídico (PA), fosfatidiletanolamina (PE, do inglês 
phosphatidylethanolamine), fosfatidilglicerol (PG, do inglês phosphatidylglycerol), 
fosfatidilinositol (PI, do inglês phosphatidylinositol), fosfatidilserina (PS, do inglês 
phosphatidylserine) e fosfatidilcolina (PC, do inglês phosphatidylcholine) (16–18). Os 
SP também são encontrados no plasma e incluem as ceramidas (Cer, do inglês ceramides), 
as hexosilceramidas (HexCer, do inglês hexosylceramides) e as esfingomielinas (SM, do 
inglês sphingomyelins), que são as mais abundantes desta categoria (16,17). Por último, 
os ST podem ser encontrados na sua forma livre ou na forma esterificada, sendo os mais 
abundantes o colesterol (Ch, do inglês cholesterol) e os ésteres de colesterol (ChE, do 
inglês cholestryl ester) (17). Em indivíduos saudáveis, os lípidos plasmáticos mais 
abundantes são os TG, os ChE, os GP, nomeadamente PC e lisofosfatidilcolina (LPC, do 
inglês lysophosphatidylcholine), e as SM (17,19). Dentro de cada classe podem 
distinguir-se diversas espécies moleculares que resultam da esterificação com diferentes 
FA, o que aumenta a diversidade e complexidade do lipidoma (17). 
Figura 2- Principais categorias de lípidos presente em animais e representação de estrutura de cada 





Os lípidos apresentam uma grande diversidade estrutural, o que pode associar-se 
às diversas funções que desempenham no organismo, sendo o seu transporte essencial 
para que desempenhem essas funções. Estas biomoléculas, uma vez que são hidrofóbicas, 
não circulam livremente na corrente sanguínea, sendo transportadas por lipoproteínas. 
Estas apresentam uma constituição característica, consoante a sua classificação em 
quilomicron, lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL, do inglês very low density 
lipoprotein), lipoproteínas de densidade intermédia (IDL, do inglês intermediate-density 
lipoproteins), lipoproteínas de baixa densidade (LDL, do inglês low density lipoprotein) 
e lipoproteínas de alta densidade (HDL, do inglês high density lipoprotein) (20). Os 
quilomicrons são lipoproteínas com elevado teor de TG, enquanto as VLDL e as IDL são 
predominantemente constituídas por TG e ChE (20,21). Por sua vez, as LDL transportam, 
principalmente, ChE, SM e Cer, tendo, ainda, na sua composição fosfolípidos (PL, do 
inglês phospholipids), enquanto as HDL são ricas em proteínas, apresentando, a nível 
lipídico, PC, SM, LPC, Ch, PE e éteres de PE (PE-O, do inglês phosphatidylethanolamine 
ether) (20,22). Estas partículas de transporte apresentam uma composição lipídica 
característica, pelo que a alteração das suas concentrações contribui para o diagnóstico de 
doenças que estejam associadas à alteração do metabolismo lipídico (4). 
O lipidoma humano é bastante complexo, uma vez que existe uma grande 
diversidade estrutural de espécies lipídicas. O perfil lipídico encontra-se alterado em 
diversas doenças (23–27). No entanto, os níveis de lípidos plasmáticos são, também, 
influenciados por outros fatores, nomeadamente o sexo e a idade dos indivíduos (28–33), 
bem como a sua etnia (32,34) e o seu estilo de vida (30,34–39). A influência destas 
características individuais deve ser tida em conta, uma vez que podem afetar a 
determinação de biomarcadores lipídicos a nível plasmático. Deste modo, vários fatores 
não patológicos podem influenciar o perfil lipídico dos indivíduos, no entanto, estas 
alterações são mais proeminentes em situações patológicas, das quais é exemplo a 
obesidade, T2DM, CVD e NAFLD, pelo que os lípidos podem ser considerados 
potenciais biomarcadores de doenças. As alterações do lipidoma plasmático podem 
ocorrer como consequência de alterações em órgãos alvo, sendo desejável determinar 






1.3 Lipidómica no estudo da obesidade 
 
1.3.1 Alterações no lipidoma plasmático de indivíduos com obesidade 
Os indivíduos obesos apresentam, geralmente, dislipidemia, que se caracteriza por 
níveis elevados de LDL e VLDL e diminuídos de HDL (23,40,41). Estas diferenças nas 
concentrações de lipoproteínas, podem traduzir-se em alterações no perfil lipídico a nível 
molecular, pelo que o conhecimento do lipidoma de indivíduos obesos pode permitir o 
diagnóstico e a avaliação da sua suscetibilidade a outras doenças (20,27,42). A obesidade 
tem um forte impacto no lipidoma humano, tendo-se observado alterações de diversas 
classes lipídicas que serão elucidadas nos parágrafos seguintes, nomeadamente a nível de 
FFA, DG, TG, PL e seus éteres, SM, HexCer, Ch e ChE. 
Diversos estudos têm reportado que os indivíduos obesos apresentam variações 
dos níveis plasmáticos de espécies lipídicas pertencentes às classes de FA, DG e TG 
(Tabela 1), sendo esta última classe uma das mais abundantes a nível plasmático 
(17,23,43). Os resultados relativos aos níveis de TG e DG são contraditórios, diferindo 
consoante a população em estudo (23,42–44). Assim, estudos com populações 
constituídas por homens e mulheres (23,44) ou apenas homens (42) verificaram que 
ocorre um aumento de DG e de TG totais no plasma em indivíduos obesos, o que está de 
acordo com o observado em ratinhos (25). Adicionalmente, verificaram que com o 
aumento do perímetro abdominal dos indivíduos, ocorre, também, um aumento de TG 
contendo FA saturados (SFA, do inglês saturated fatty acids) ou FA monoinsaturados 
(MUFA, do inglês monounsaturated fatty acids) e uma diminuição dos TG que contêm 
PUFA, o que pode refletir um aumento de lipogénese a nível hepático, favorecendo a 
incorporação de FA com menor número de insaturações nos TG (45). Por outro lado, um 
estudo apenas em mulheres obesas (43) verificou que quando o tecido adiposo visceral 
aumenta, ocorre uma diminuição de DG e de TG, principalmente de espécies moleculares 
de TG contendo PUFA de cadeia longa. Estes resultados podem parecer discrepantes, por 
se observar uma diminuição dos níveis totais de TG, mas por outro lado, à semelhança 
dos estudos referidos anteriormente (23,42,44), verifica-se uma diminuição de TG com 
PUFA em mulheres obesas (43). Estes dados revelam a importância de estudar as 
alterações do perfil lipídico a nível molecular, na obesidade, em função do sexo, ou seja, 





tendência, de forma geral, para o aumento de TG e de DG o que pode advir do aumento 
da ingestão de alimentos, subjacente à obesidade, e ao aumento de lipoproteínas (46). 
Quando a quantidade de FA excede as necessidades energéticas, os FA em excesso são 
convertidos em TG e armazenados no fígado e no tecido adiposo ou incorporados em 
lipoproteínas (46). Por sua vez, os TG, por ação de lipases, como a lipoproteína lipase, 
podem ser hidrolisados, originando FFA e DG (revisto em (4)). Estes dados estão de 
acordo com o aumento de FFA em indivíduos obesos (6,47–49), verificando-se o mesmo 
para ratinhos (50). Deste modo, em indivíduos obesos ocorre um aumento dos níveis de 
FA, bem como de TG e de DG. 
 
Tabela 1-Espécies lipídicas da classe de TG, DG e FFA aumentadas e diminuídas na obesidade, de acordo 
com informação da literatura. 
Aumentado na obesidade 





54:2 (23,44) Soro e Plasma 
46:1 (42) 54:3 (42) 
Plasma 
46:2 (42) 54:4 (42) 
48:0 (42) 54:5 (23,42) Soro e Plasma 
48:1 (42) 54:6 (42) 
Plasma 
48:2 (42) 54:7 (42) 
48:3 (42) 56:3 (23) 
Soro 48:4 (43) 56:4 (23) 
49:1 (42) 56:5 (23) 
49:2 (42) 56:6 (23,42) Soro e Plasma 





50:2 (42) 36:2 (42) 
50:3 (42,44) 36:3 (42) 
50:4 (42) 38:4 (44) 





52:1 (44) 14:0 (49) 
52:2 (42,44) 16:0 (49) 
52:3 (42) 16:1 (49) 
52:4 (42) 17:1 (47) 
52:5 (42) 18:1 (49) 
52:6 (42) 20:4 (49) 
53:2 (42,44)     
53:3 (42)     
54:1 (42,44)     
Diminuído na obesidade 





Os lisofosfolípidos (LPL, do inglês lysophospholipids) encontram-se alterados em 
situações de obesidade, como representado na Tabela 2 (6,23). Os fatores genéticos são 
um dos parâmetros relacionados com a ocorrência da obesidade, tendo sido sugerido que 
estes contribuem para alterações metabólicas (19). Em gémeos monozigóticos 
discordantes para a obesidade, isto é, comparando indivíduos obesos com os seus gémeos 
de peso normal (10 a 25 Kg de diferença), verificou-se um aumento dos níveis das LPC 
nos obesos (23), enquanto em indivíduos obesos de uma população geral, diversos 
estudos reportaram uma diminuição das concentrações de LPC (6,19,24,25,27,30,47). 
Estes dados contraditórios, podem dever-se à exclusão de fatores genéticos no estudo em 
gémeos monozigóticos (23), isto é, considerando-se apenas a obesidade adquirida devido 
ao estilo de vida (19). Assim, a diminuição dos níveis de LPC, na obesidade, pode dever-
se a fatores genéticos, avaliados nos diversos estudos em indivíduos obesos de uma 
população geral. 
As LPC desempenham funções na inflamação, no entanto, dependendo da 
estrutura das espécies moleculares, podem exercer efeitos pró- ou anti-inflamatórios 
(6,51). As LPC contendo PUFA estão geralmente associadas a efeitos anti-inflamatórios, 
enquanto as LPC esterificadas com SFA parecem ter efeitos pró-inflamatórios (52). Esta 
tendência parece suportar a diminuição de LPC 18:1 e LPC 18:2 e o aumento de LPC 
14:0 e LPC 18:0 em indivíduos obesos (40,47) e em ratinhos (25,50,53), indicando uma 
diminuição das vias anti-inflamatórias e um favorecimento das vias pró-inflamatórias e a 
consequente inflamação característica da obesidade. Todavia, um estudo verificou uma 
diminuição de espécies de LPC pró-inflamatórias, nomeadamente da LPC 16:0 e da LPC 
18:0 na obesidade (6). Estes resultados parecem contraditórios, uma vez que a obesidade 
é um estado de inflamação crónica de baixo grau, logo era esperado um aumento das LPC 
pró-inflamatórias, contudo, pode sugerir-se uma diminuição da sensibilidade a sinais pró-
inflamatórios de LPC em indivíduos obesos (6). A diminuição de várias espécies de LPC 
insaturadas, como a LPC 18:2 e a LPC 22:6, está, ainda, associada à proteína C-reativa, 
um marcador de inflamação (19,36). Assim, indivíduos com baixos níveis de LPC 






Plasma 50:4 (43) 56:7 (43) 





54:1 (43) 36:4 (43) 





grau de inflamação. Contudo, a diminuição de algumas espécies de LPC saturadas, como 
a LPC 18:0 e a LPC 20:0 (19), também está associada à proteína C-reativa, o que pode 
estar relacionado com a diminuição da sensibilidade a sinais pró-inflamatórios das LPC, 
anteriormente referida. Contudo, apesar de vários estudos apontarem para a diminuição 
desta classe lipídica (19), o aumento das LPC está relacionado com o risco de CVD, uma 
vez que estes lípidos são um componente importante nas LDL oxidadas, que promovem 
a aterogénese (54). Deste modo, o papel das LPC na obesidade e consequente inflamação 
é pouco conhecido dada a contrariedade da diminuição desta classe na obesidade (19). De 
modo semelhante, outras classes de LPL, como as lisoPE (LPE, do inglês 
lysophosphatidylethanolamine), lisoPS (LPS, do inglês lysophosphatidylserine) e lisoPI 
(LPI, do inglês lysophosphatidylinositol), encontram-se aumentadas ou diminuídas na 
obesidade em humanos (6,24,30,44) (Tabela 2) e em ratinhos (50). As alterações descritas 
nestas classes sugerem que a obesidade afeta o metabolismo de LPL, possivelmente 
devido a uma resposta dos hepatócitos à carga crescente de FA que ocorre nesta condição 
(6). Os LPL plasmáticos podem ser formados no sangue pela ação da lecitina-colesterol 
aciltransferase (LCAT, do inglês lecithin cholesterol acyltransferase), que remove um 
FA das PC e os transfere para o Ch, ou podem ser originados pela ação da fosfolipase A2 
(PLA2, do inglês phospholipase A2), que remove um FA dos PL, ou podem, ainda, ter 
origem hepática (6,30,47). Adicionalmente, doenças hepáticas, como a NAFLD, alteram 
o metabolismo de LPL, tendo efeitos nas concentrações desta classe semelhantes à 
obesidade (6,55). Assim, as alterações dos níveis desta classe lipídica podem dever-se a 
stress metabólico no fígado, podendo, os LPL, constituir biomarcadores para estudar a 
homeostase hepática (6). No caso particular das LPC, parece existir uma relação com os 
seus níveis reduzidos e a resistência à insulina, pelo que a diminuição dos níveis desta 
classe podem ser indicadores de maior risco de indivíduos obesos desenvolverem T2DM 
(6,44). Deste modo, a diminuição de LPL verificada em indivíduos obesos, 
particularmente das LPC, pode estar relacionada com a dieta, a adiposidade, a alteração 
do metabolismo de lipoproteínas, a resistência à insulina e a gordura no fígado (24,25). 
Todavia, é de notar que existem discrepâncias em relação ao aumento e diminuição de 
algumas espécies lipídicas de LPL (Tabela 2), pelo que são necessários mais estudos para 






Tabela 2- Espécies lipídicas de lisofosfolípidos aumentados e diminuídos na obesidade, de acordo com 
informação da literatura. 
A categoria dos GP, para além dos LPL, engloba a classe dos PL, que apresenta 
uma grande diversidade de espécies moleculares e é, no seu conjunto, um dos grupos de 
lípidos mais abundantes a nível plasmático (17). Na Tabela 3 são apresentadas algumas 
espécies lipídicas de PL que se encontram alteradas na obesidade, de acordo com a 
literatura. As PC, são uma classe de PL, que, de forma geral, se encontram aumentadas 
em indivíduos obesos (15,42,43,47). Este aumento foi correlacionado com a diminuição 
da atividade da enzima LCAT ou da PLA2, anteriormente referidas (30,47). Estas 
enzimas ao hidrolisarem as PC, originam LPC, sendo que a diminuição da sua atividade 
justifica os níveis elevados de PC e os níveis reduzidos de LPC descritos. Adicionalmente, 
as alterações nos níveis das PC podem dever-se ao aumento da sua síntese hepática sendo, 
posteriormente, secretadas para o plasma (50). Ainda assim, os níveis de espécies de PC 
contendo ácido docosahexanóico (DHA, do inglês docosahexaenoic acid) diminuem com 
Aumentado na obesidade 






Plasma 16:0 (23,42) 22:5 (6) 





18:2 (23) 18:1 (6) 





18:0 (6) 20:4 (6) 
20:4 (6) 22:6 (6) 
Diminuído na obesidade 







 (25) 20:5 (19) 
15:0 (19) 22:5 (19,24) 





18:0 (6) 14:1 (6) 
18:1 (6,19,24,40,47) 16:0 (44) 
18:2 (6,19,24,27,47) 18:1 (6,24) 
18:3 (19,24) 18:2 (6,24) 
20:0 (19) 20:0 (6) 
20:1 (6,24) 20:2 (6) 
20:2 (24) LPI 16:1 (6) Plasma 





o aumento do tecido adiposo subcutâneo e visceral (23). Sendo a obesidade um estado 
associado ao aumento da inflamação, justifica-se que PC contendo DHA se encontrem 
diminuídas, uma vez que o DHA é um PUFA n-3, apresentando efeitos anti-inflamatórios 
(revisto em (56)). Contudo, não se sabe se a diminuição das PC contendo DHA em 
indivíduos obesos se deve ao tecido adiposo ou se está relacionado com alguma alteração 
na dieta (23). As restantes classes de PL, como PI, PE e PG, de forma geral, também, se 
encontram aumentadas na obesidade em humanos (15,19,42,43) e em ratinhos (25,53). 
Os PL, particularmente as PC, são necessários para a formação da monocamada exterior 
das lipoproteínas, rodeando os lípidos neutros, como TG e ChE (57). Deste modo, o 
aumento da biossíntese hepática de PC, verificado na obesidade, parece ser necessária 
para acompanhar o aumento da produção de partículas de lipoproteínas, em indivíduos 
obesos (57). Adicionalmente, os PL, também, constituem a monocamada que envolve as 
gotículas lipídicas, existentes a título de exemplo no fígado, onde são armazenados os TG 
sintetizados a partir do excesso de FA, de modo a prevenir a lipotoxicidade (57). Assim, 
a homeostase fosfolipídica hepática é essencial para manter a integridade celular do 
fígado e facilitar a secreção de lipoproteínas (57). 
 
Tabela 3- Espécies lipídicas da classe dos fosfolípidos aumentadas e diminuídas na obesidade, de acordo 
com informação da literatura. 
Os éteres de PL são outra classe lipídica alterada na obesidade, como resumido na 
Tabela 4, que apresenta alguns exemplos de éteres de PL aumentados e diminuídos nesta 
condição. Nesta classe, em vez da habitual ligação éster entre o glicerol e uma das cadeias 
Aumentado na obesidade 












36:3 (42) 38:4 (15,43) 
36:4 (42,43) 38:6 (42) 





38:5 (47) 38:4 (15) 
Diminuído na obesidade 
Classe Espécie Ref. Matriz Classe Espécie Ref. Matriz 
PC 
32:2 (43) Plasma PE 40:6 (43) Plasma 





de FA, ocorre uma ligação éter (15,36), destacando-se, pela sua abundancia, os 
plasmalogéneos, caracterizados por apresentarem uma ligação éter de vinilo (42,58). Esta 
classe encontra-se diminuída em indivíduos obesos, quando comparados com os seus 
gémeos monozigóticos de peso normal (23), todavia, estes dados não estão concordantes 
com outros estudos que apontam para um aumento dos níveis de éteres de PL na 
obesidade, nomeadamente de éter de PC (PC-O, do inglês phosphatidylcholine ether) e 
PE-O (15,42,43). À semelhança do sugerido anteriormente para as LPC, esta discrepância 
pode advir da consideração de fatores genéticos que influenciam o aumento dos níveis 
desta classe. Diversos trabalhos associam os éteres de PL com propriedades antioxidantes 
(58), pelo que o aumento desta classe lipídica pode advir de uma resposta antioxidante ao 
aumento do stress oxidativo na obesidade (15). Contudo, outros estudos apontam para 
uma diminuição de PC-O e plasmalogéneos de PC (PC-P, do inglês phosphatidylcholine 
plasmalogens) (24,44), o que pode dever-se ao consumo destas espécies pelo organismo 
devido ao aumento de stress oxidativo. Deste modo, os indivíduos obesos, podem 
apresentar um aumento ou diminuição de éteres de PL, que apresentam uma atividade 
antioxidante, pelo que são necessários mais estudos de modo a avaliar e compreender a 
variação desta classe como resposta do organismo ao stress oxidativo presente na 
obesidade. 
 
Tabela 4- Espécies lipídicas de éteres de fosfolípidos aumentados e diminuídos na obesidade, de acordo 
com informação da literatura. 
Aumentado na obesidade 







36:1 (15) 36:5 (42,43) 
36:2 (15) 38:4 (15) 
38:3 (15) 38:7 (42) 
38:4 (15)     
42:5 (43)     
Diminuído na obesidade 
Classe Espécie Ref. Matriz Classe Espécie Ref. Matriz 
PC-O 
32:0 (44) Plasma 
PC-O 
38:7 (23) Soro 





Plasma 34:3 (24) 34:2 (44) 
36:3 (23,24) Soro e Plasma 36:2 (44) 





Os SP são outra categoria de lípidos cujas concentrações se encontram alteradas 
na obesidade (Tabela 5). Estes lípidos encontram-se nas membranas celulares e nas 
lipoproteínas, sendo que desta categoria se destacam as SM como as mais abundantes 
(17,21). As SM, de forma geral, encontram-se aumentadas na obesidade em humanos 
(19,23,27,30,43,47) e em ratinhos (25,53). No estudo em gémeos monozigóticos já 
referido, onde se considera apenas o efeito do estilo de vida na obesidade, 
independentemente dos fatores genéticos, as SM de cadeia curta e média aumentam com 
a gordura abdominal, enquanto as de cadeia longa não apresentam variação (23). Todavia, 
em estudos onde os fatores genéticos são tidos em conta, isto é, numa população de 
indivíduos obesos, existe um aumento de SM de cadeia longa, bem como de espécies 
polinsaturadas (27,47). Este aumento dos níveis de SM, não apresenta associação com a 
resistência à insulina (47), no entanto está de acordo com as alterações verificadas na 
concentração das lipoproteínas, uma vez que as LDL, que transportam grande parte das 
SM plasmáticas, se encontram aumentadas na obesidade (47,59). Os níveis do precursor 
de biossíntese das SM, as Cer, encontram-se inalterados na obesidade (30,43,60). Apesar 
destes resultados, era de esperar que os níveis de Cer se encontrassem elevados, uma vez 
que estas podem ser importantes mediadores da resistência à insulina e da inflamação 
induzida pela obesidade (48) e que o excesso de FA promove a produção de várias 
citocinas que regulam a biossíntese de lípidos desta classe (21). As Cer são, também, 
precursoras da síntese de mono- (MHexCer, do inglês monohexosylceramides), di- 
(DHexCer, do inglês dihexosylceramide) e tri- hexosilceramidas (THexCer, do inglês 
trihexosylceramide), que estão descritas como diminuídas em indivíduos obesos (30). 
Pelo contrário, os precursores metabólicos das Cer, as dihidroceramidas (dhCer, do inglês 
dihydroceramide), aumentam com o BMI (30,60). Estas alterações no metabolismo de 
SP podem contribuir para a patogénese do tecido adiposo, bem como para os efeitos pró-
trombóticos e inflamatórios, que influenciam as condições patológicas associadas à 
obesidade, nomeadamente a T2DM e CVD (61). Deste modo, as classes de SP 
relacionam-se de forma diferente com a obesidade. Enquanto as SM e as dhCer se 
encontram aumentadas, as Cer e HCer encontram-se inalteradas ou diminuídas em 







Tabela 5- Espécies lipídicas da categoria das esfingolípidos aumentadas e diminuídas na obesidade, de 
acordo com informação da literatura. 
Por último, a classe dos ST na qual se destacam o Ch e ChE, pela sua abundancia 
a nível plasmático, também se apresentam alterações em indivíduos obesos (Tabela 6) 
(17). Tanto o Ch como os ChE plasmáticos encontram-se aumentados na obesidade, 
sendo que os níveis deste último podem refletir as elevadas concentrações de LDL, nesta 
condição em humanos (42,44) e em ratinhos (53). O Ch pode ter origem endógena ou na 
dieta, sendo essencial na membrana celular, uma vez que contribui para a sua fluidez e é 
um dos constituintes dos microdomínios lipídicos, que desempenham um importante 
papel na sinalização celular (62). Em condições normais, após ingestão de alimentos, o 
Ch é transportado para o fígado onde é convertido em ChE e, posteriormente, englobado 
nas lipoproteínas (4). No entanto, quando as concentrações de Ch são excessivas, ocorre 
acumulação de VLDL e LDL, o que contribui para a iniciação da formação de placas de 
ateroma e, consequentemente, desenvolvimento de CVD (4). Assim, o aumento dos 
níveis de Ch e de ChE reportados na literatura no caso da obesidade, pode estar associado 
às concentrações superiores de LDL e VLDL e pode ser um fator de risco de CVD.  
 
 
Aumentado na obesidade 







32:2 (47) 42:4 (47) 
33:2 (47) 43:2 (43) 
34:2 (23,27,47) Soro e Plasma 43:3 (47) 
34:3 (47) 
Plasma 





36:1 (27) 18:0 (60) 




40:2 (47) 24:1 (60) 
40:3 (43)     
Diminuído na obesidade 
Classe Espécie Ref. Matriz Classe Espécie Ref. Matriz 
Cer 41:2 (43) Plasma DHCer  (30) Plasma 





Tabela 6- Espécies lipídicas de lípidos de esteróis aumentadas na obesidade, de acordo com informação da 
literatura. 
As classes lipídicas referidas apresentam diferentes FA na sua constituição, o que 
lhes confere diversidade estrutural. Como referido, os FA também se encontram na sua 
forma livre, podendo modular respostas inflamatórias através dos seus recetores 
acoplados à proteína-G (46,63). Dos FA destacam-se os PUFA, particularmente os n-3 e 
os n-6 (56). A família dos PUFA n-3 inclui o C20:5, designado ácido eicosapentanóico 
(EPA, do inglês eicosapentaenoic acid) e o C22:6, designado DHA(64). Estes PUFA 
apresentam efeitos benéficos no níveis de LDL e de HDL, uma vez que levam à sua 
diminuição e aumento, respetivamente (64). Os PUFA n-3 são, ainda, precursores de 
mediadores anti-inflamatórios, o que favorece a diminuição da inflamação no tecido 
adiposo e, ainda, melhora a sensibilidade à insulina (6,63–65) Por sua vez a família dos 
PUFA n-6, inclui o C20:4, designado AA, que é um precursor dos eicosanóides pró-
inflamatórios e está associado ao aumento dos níveis de Ch e TG (56,64,66). 
Em suma, a obesidade é responsável pela alteração do lipidoma dos indivíduos, 
afetando diversas classes lipídicas. Apesar destes dados, existem muitas discrepâncias 
nos resultados de estudos que avaliam o perfil lipídico na obesidade, sendo uma possível 
causa a dieta dos indivíduos e a origem dos lípidos da dieta (37,39). É, ainda, de notar 
que, a maior parte dos estudos em humanos é realizada em adultos, sendo importante 
determinar o perfil lipídico de crianças obesas. 
 
1.3.2 Alterações no lipidoma plasmático na obesidade pediátrica 
Em diversos países a obesidade nas crianças e adolescentes tem vindo a aumentar 
(2), tendo sido verificada uma associação entre o aumento de BMI e o aumento de 
mortalidade a longo prazo (1). O BMI das crianças é avaliado com recurso ao percentil 
em que as mesmas se encontram, sendo comparadas com crianças do mesmo sexo e idade 
(67). Assim, crianças com excesso de peso apresentam percentil de BMI igual ou superior 
a 85 e inferior a 95, enquanto as crianças obesas apresentam percentil de BMI superior a 
Aumentado na obesidade 






Plasma  (42) 16:0 (42) 





95 (67). Apesar da obesidade infantil ter um grande impacto na sociedade e da associação 
entre a obesidade e o lipidoma, pouco se sabe sobre a alteração do perfil lipídico na 
obesidade pediátrica. 
A alteração mais estudada na obesidade infantil é a que ocorre a nível dos FA, 
podendo existir uma relação com o perfil plasmático destes e o grau de obesidade (68). 
Na sua maioria, os estudos publicados reportam os níveis de FA plasmáticos totais, que 
incluem os FA constituintes dos ChE, PL, TG e, ainda, os FFA, verificando-se que 
algumas espécies se encontram aumentadas e outras diminuídas (68) (Tabela 7). Os 
resultados relativos aos níveis totais de FA n-3, de FA n-6, de SFA, de MUFA e de PUFA 
não são concordantes (68–71), o que se pode dever ao efeito da dieta dos indivíduos e da 
atividade de algumas enzimas, como a estearoil-CoA dessaturase e a elongase (70). 
Apesar destas discrepâncias, diferentes estudos verificaram alterações semelhantes em 
vários FA, como o aumento dos níveis de FA 16:1(n-7) e a diminuição de FA 18:2 (n-6) 
em crianças obesas (68–71). As elevadas concentrações de FA 16:1(n-7) e os níveis 
reduzidos de FA 20:4 (n-6) e FA 22:5 (n-6) estão associados a um aumento do risco de 
desenvolver síndrome metabólica (71), sendo úteis para avaliar a situação clínica destes 
pacientes. Deste modo, o perfil plasmático de FA pode estar associado com o grau de 
obesidade e com o risco de desenvolvimento de complicações. 
 
Tabela 7- Espécies lipídicas de ácidos gordos totais, lisofosfatidilcolinas e éteres de fosfatidilcolina 
aumentadas e diminuídas na obesidade pediátrica, de acordo com informação da literatura 
Aumentado na obesidade 
Classe Espécie Ref. Matriz Classe Espécie Ref. Matriz 
LPC 14:1 (72) Plasma 
FA 
totais 






20:1 (n-9) (70) 
16:0 (69–71) 20:3 (n-6) (69,70) 
16:1 (n-7) (69–71) 20:5 (n-3) (68) 
16:1 (n-9) (71) 22:6 (n-3) (71) 
18:1 (n-9) (69–71)     
Diminuído na obesidade 






Soro 34:2 (73) 20:4 (73) 




18:2 (n-6) (68–70) 
Plasma 
36:3 (73) 20:2 (n-6) (70) 
38:2 (73) 20:4 (n-6) (71) 





Para além das alterações de FA plasmáticos totais, é possível observar alterações 
de espécies lipídicas, nomeadamente da classe dos PC-O e das LPC, na obesidade infantil 
(73,74) (Tabela 7). Em crianças obesas, a análise do soro mostrou um decréscimo em 
algumas espécies de PC-O (73), o que está de acordo com o verificado em estudos com 
adultos (24,44), ainda que seja difícil comparar estudos de crianças e de adultos devido 
ao possível impacto do crescimento no metabolismo (73). Esta diminuição pode dever-se 
a uma maior utilização destas espécies no organismo, particularmente de plasmalogéneos, 
uma vez que apresentam propriedades antioxidantes, desempenhando, assim, funções 
durante o stress oxidativo na obesidade infantil (73). Desta classe lipídica, destaca-se a 
espécie PC-O 36:2, cujas concentrações diminuídas parecem ser uma consequência do 
estilo de vida das crianças obesas, levando à obesidade que pode ser tratada com 
intervenções comportamentais, visto que após alteração da dieta e do exercício físico, os 
níveis desta espécies aumentam em indivíduos obesos (74). Tal justifica-se uma vez que, 
num estudo em crianças obesas cujo estilo de vida foi alterado de modo a originar perda 
peso, as crianças que efetivamente perderam peso após esta alteração comportamental, 
apresentavam, no inicio do estudo, níveis de PC-O 36:2 significativamente mais baixos 
do que as crianças obesas que não perderam peso após alteração do estilo de vida (74). 
Deste modo, estes resultados sugerem que as concentrações deste metabolito, antes da 
alteração do estilo de vida, podem ser um fator preditivo da perda de peso em crianças 
obesas após esta mudança comportamental (74). Em relação aos níveis de LPC, estes 
encontram-se aumentados, ao contrário do que acontece nos adultos, o que pode dever-se 
ao aumento da lipólise ou à dieta, uma vez que a composição em FA dos PL séricos reflete 
parcialmente os FA ingeridos diariamente (73). No entanto, ocorre uma diminuição de 
LPC insaturadas em crianças com obesidade (73) e um aumento das concentrações de 
LPC saturadas, estando estas ultimas associadas a efeitos pró-inflamatórios, o que está de 
acordo com o aumento da inflamação na obesidade (52). Da classe das LPC, as espécies 
LPC 18:1, LPC 18:2 e LPC 20:4 encontram-se aumentadas em crianças obesas que 
perderam peso após a alterações no estilo de vida, como dieta e exercício físico, quando 
comparadas com crianças obesas que não perderam peso (74). O aumento de espécies de 
LPC em indivíduos que apresentaram redução de peso, pode ser causado por diferenças 
na dieta, pelo aumento da lipólise e/ou redução da oxidação de FA, levando ao aumento 
dos FA disponíveis para a biossíntese de LPC (74). É, ainda, de referir que a diminuição 
das concentrações de LPC 18:2, verificada na obesidade infantil, está associada vários 





de TG séricos e diminuição de HDL, enquanto o aumento dos níveis de LPC 14:1 está 
associado aos mesmos fatores de risco, incluindo a resistência à insulina (72). Estes dados 
sugerem que, para além da relação com a alteração do estilo de vida, as LPC podem ser 
indicadores do risco de CVD associados com a obesidade. Assim, ocorre uma redução 
dos níveis de PC-O e um aumento dos níveis de LPC saturadas em crianças obesas. Estas 
classes parecem relacionar-se com a obesidade infantil e permitir o prognóstico de outras 
patologias, no entanto são necessários mais estudos para verificar as relações propostas.  
O perfil lipídico dos primeiros meses de vida pode estar associado com o risco de 
excesso de peso ou até mesmo de desenvolver obesidade, em idades mais tardias (75). As 
concentrações das espécies lipídicas PC 34:4 e LPC 14:0 estão relacionadas com o 
aumento de peso nos primeiros 6 meses de vida, contudo, apenas os níveis elevados da 
LPC 14:0 aos 6 meses de idade estão fortemente relacionados com o aumento de peso, e 
até mesmo com a obesidade, aos 6 anos (75). Estes dados sugerem que os níveis desta 
espécie lipídica são preditivos de obesidade mais tardia (75). Para além disso, o FA 
presente nesta espécie lipídica, o C14:0, está relacionado com o estado de obesidade, com 
a inflamação associada à mesma e com a resistência à insulina em adultos (47,66). Deste 
modo, a espécie lipídica LPC 14:0, pode constituir um biomarcador para a obesidade mais 
tardia, bem como para complicações associadas à mesma. 
 
1.3.3 Alterações no lipidoma plasmático em doenças associadas à 
obesidade 
Um dos objetivos dos estudos de lipidómica na obesidade é compreender ou 
prever o desenvolvimento de complicações associadas à mesma, como a T2DM e as 
CVD. De facto, estas patologias foram relacionadas com alterações do lipidoma, como 
será descrito. Assim, seria interessante avaliar se as variações lipídicas que ocorrem em 
indivíduos obesos podem refletir alterações preditivas de doenças, como T2DM, CVD e 
NAFLD, permitindo atuar numa forma preventiva e evitar o desenvolvimento e evolução 
dessas patologias (revisto em (4)). Para além disso, a obesidade combinada com outras 
doenças metabólicas, como hipertensão e dislipidemia, resulta na síndrome metabólica 
(41). O conhecimento das alterações lipídicas que ocorrem especificamente em cada 
doença pode determinar biomarcadores, contribuindo para um diagnóstico mais precoce 






1.3.3.1 Diabetes Mellitus Tipo 2 
A obesidade origina diversas alterações metabólicas que podem levar a que os 
indivíduos obesos apresentem uma diminuição da sensibilidade à insulina o que, 
consequentemente, pode causar resistência à insulina e T2DM (5). Estas complicações 
podem desenvolver-se devido ao aumento da lipotoxicidade nos hepatócitos e nas células 
β-pancreáticas, exacerbando a inflamação e a apoptose celular (47,76). A apoptose das 
células β-pancreáticas leva a uma diminuição da libertação de insulina, favorecendo a 
T2DM (Figura 3). Adicionalmente, o fator pró-inflamatório TNF-α promove a libertação 
de FFA, que atuam no músculo e no fígado, aumentando a resistência à insulina (8). A 
identificação de espécies lipídicas associadas à T2DM pode ser importante uma vez que 
poderá permitir a identificação de biomarcadores de modo a identificar indivíduos com 
obesidade em risco de desenvolver T2DM (25). 
 
Alguns estudos reportaram que em doentes obesos e com T2DM se observam 
alterações das classes lipídicas dos TG, dos DG e dos ChE. Indivíduos obesos com 
resistência à insulina apresentam níveis mais elevados de TG, de DG e de ChE (44). No 
entanto, nem todas as espécies de TG estão relacionadas de igual modo com a T2DM, 
pelo que a sua composição em FA é determinante (26,45). Em indivíduos obesos, os TG 
com SFA e MUFA de cadeia curta estão associados a um aumento da resistência à 
insulina e do risco de desenvolver T2DM (26,45), enquanto os TG com PUFA de cadeia 
longa estão associados a uma diminuição do risco (26,43,47). Assim, as concentrações de 
TG contendo SFA ou MUFA de cadeia curta podem ser marcadores mais específicos da 
Figura 3- Desenvolvimento da diabetes mellitus tipo 2 associada à obesidade. Adaptado de Virtue et al.24. 
O excesso de lípidos no organismo leva a uma falha na expansão do tecido adiposo e, consequentemente, 
ao aumento de fluxo de lípidos. Ocorre acumulação ectópica de lípidos que causa efeitos lipotóxicos, 





resistência à insulina do que os níveis totais de TG (45). Todavia, o mesmo não se aplica 
às espécies de ChE e relativamente aos DG não existe informação (26). 
As LPC e as PC são outras classes alteradas na obesidade e na T2DM. As LPC 
são uma classe de lípidos cujos níveis, de forma geral, se encontram reduzidos em 
indivíduos obesos, como referido anteriormente (6,19,24,25,27,30,47). Apesar de vários 
estudos apontarem para uma diminuição das concentrações desta classe em indivíduos 
obesos com resistência à insulina (23,44) ou T2DM (25), não se sabe se esta alteração 
advém da T2DM ou da obesidade dos indivíduos por si só, uma vez que existem 
resultados discrepantes. Deste modo, são necessários mais estudos para explicar esta 
diminuição de LPC. A redução dos níveis de várias espécies de LPC, como LPC 18:1 e 
LPC 18:2, está relacionada com um aumento do péptido-C, que é obtido quando a pró-
insulina é hidrolisada a insulina, sendo, assim, um marcador de produção de insulina (24). 
Este aumento na produção de insulina, pode advir da tentativa do organismo compensar 
a resistência à insulina, verificada em muitos indivíduos obesos. As LPC insaturadas 
exercem efeitos benéficos no metabolismo da glucose, uma vez que contribuem para a 
sua absorção pelos adipócitos, de forma independente da insulina, via ativação da proteína 
cinase C δ (77). Adicionalmente, a administração de LPC em ratinhos com T2DM origina 
uma diminuição dos níveis de glucose plasmática (77). Assim, esta classe lipídica 
apresenta uma função na homeostase da glucose, pelo que os níveis diminuídos de LPC 
em indivíduos obesos e em indivíduos obesos com T2DM podem estar associados ao 
aumento das concentrações plasmáticas de glucose nestes pacientes (25). Em relação à 
classe das PC, salienta-se que foi reportado que as PC esterificadas com DHA estão 
aumentadas em indivíduos com maior sensibilidade à insulina e níveis de insulina 
menores, tendo sido sugerido que estes lípidos desempenham um papel na sinalização de 
insulina (23). De modo semelhante ao referido para os TG, o aumento de espécies de LPC 
e de PC contendo FA de cadeia curta está associado à resistência à insulina (26). Tal 
verifica-se uma vez que, indivíduos com níveis superiores de algumas espécies, como a 
PC 32:2 e a PC 36:4, e níveis inferiores de outras, como a PC 43:6 e PC 44:2, apresentam 
um aumento da resistência à insulina (43,47) Deste modo, a composição em FA das LPC 
e PC pode fornecer informação sobre o possível risco de desenvolver resistência à insulina 
e T2DM. 
Por fim, as Cer são outra classe lipídica alterada na T2DM. Indivíduos obesos com 





18:0, e dos seus níveis totais, bem como de dhCer (48,78). O excesso de FA na obesidade 
e as citocinas pró-inflamatórias, como a TNF-α, libertadas pelos adipócitos, promovem a 
síntese de novo de Cer, o que justifica o aumento das suas concentrações (79). Este 
aumento leva à lipoapotose das células β-pancreáticas (79), estando relacionado com a 
severidade da resistência à insulina e com os níveis plasmáticos de TNF-α (48). Assim, 
apesar de as Cer se encontrarem inalteradas na obesidade, pode sugerir-se que indivíduos 
obesos com um aumento de Cer apresentam risco de desenvolver T2DM. As Cer são 
precursores metabólicos das SM e, apesar desta classe estar aumentada em indivíduos 
obesos com resistência à insulina, os níveis de SM estão apenas associados à obesidade 
(43,47). Deste modo, o aumento dos níveis das Cer está relacionado com a T2DM na 
medida em que leva à apoptose das células β-pancreáticas. A determinação do perfil 
lipídico dos indivíduos com obesidade pode fornecer informação sobre o risco dos 
mesmos desenvolverem T2DM, permitindo obter biomarcadores preditivos desta 
complicação na obesidade. 
 
1.3.3.2 Doenças Cardiovasculares 
As CVD são um conjunto de doenças cuja prevalência é superior em indivíduos 
obesos, estando particularmente associadas ao aumento do tecido adiposo visceral, não 
se verificando o mesmo em relação ao tecido adiposo subcutâneo (80). A alteração do 
lipidoma, decorrente da obesidade, leva a um aumento das concentrações de LDL e a uma 
diminuição de HDL, o que aumenta o risco de desenvolver CVD (23,40,41), muitas vezes 
relacionadas com dislipidemias e com a formação das placas de ateroma (46). A 
ocorrência de dislipidemias, particularmente devido aos níveis elevados de LDL, está 
associada às CVD, na medida em que estas partículas, quando em excesso, podem 
acumular-se nas paredes dos vasos sanguíneos e promover a formação das placas de 
ateroma, comprometendo o fluxo de sangue e aumentando o risco de desenvolver CVD, 
tais como enfarte do miocárdio ou acidentes vasculares cerebrais(4,81) (Figura 4). Deste 
modo, a determinação da variação da concentração de certas espécies lipídicas, pode 





Os níveis mais elevados de TG, de DG e de ChE, estão relacionados com o 
aumento do risco de CVD (43,82). No entanto, à semelhança do que ocorre para a T2DM, 
a constituição, em FA, das espécies desta classe é determinante para o seu efeito. Algumas 
espécies de DG saturadas estão reduzidas em indivíduos com CVD, enquanto espécies 
monoinsaturadas estão aumentadas (27). Em relação aos TG, observa-se um aumento das 
concentrações plasmáticas de TG com SFA e uma diminuição das concentrações de TG 
com PUFA de cadeia longa, associadas às CVD em indivíduos com excesso de peso ou 
obesidade (43,82,83). De modo semelhante, indivíduos cujos níveis de ChE que contêm 
SFA ou MUFA de cadeia curta se encontrem aumentados, apresentam maior risco de 
desenvolver CVD (83). Todavia, é de notar a grande variabilidade nos resultados 
encontrados que podem advir da diversidade da dieta e do estilo de vida dos indivíduos, 
bem como das diferentes CVD (27). A razão que origina o aumento destas classes nas 
CVD ainda é controversa, podendo dever-se ao aumento plasmático das lipoproteínas 
pró-aterogénicas ou estar relacionado com a retenção dessas lipoproteínas nas paredes 
dos vasos e com a estabilidade das placas de ateroma (83). Assim, apesar do aumento 
plasmático de DG, ChE e TG totais estar associado ao maior risco de desenvolver CVD, 
é importante conhecer as suas composições em FA. 
Os GP, associadas anteriormente à obesidade e à T2DM, estão, também, 
envolvidas nas CVD. Em pacientes com CVD, verifica-se que as LPC se encontram, de 
forma geral, diminuídas (27), o que reforça a associação entre a obesidade e este tipo de 
doenças. Como demonstrado anteriormente, existem resultados discrepantes em relação 
aos níveis das LPC em indivíduos obesos, sendo que alguns estudos apontam para um 
aumento da LPC 16:0 (23,42) e da LPC 20:4 (23) e outros para uma diminuição das 
mesmas espécies (6,19). Estas discrepâncias podem dever-se ao diferente risco de 
desenvolver CVD que cada indivíduo obeso apresenta, uma vez que os níveis destas 
espécies lipídicas influenciam o desenvolvimento de CVD (82). Assim, foi sugerido que 
Figura 4- Formação das placas de ateroma. As partículas de LDL em excesso, verificadas na obesidade, 
acumulam-se nas paredes dos vasos sanguíneos. Posteriormente, as LDL levam à iniciação de processos 






indivíduos obesos com níveis elevados de LPC 16:0 e/ou LPC 20:4 apresentem um risco 
menor de CVD, do que indivíduos obesos com níveis diminuídos das mesmas espécies 
lipídicas (82). Pelo contrário, tanto adultos como adolescentes, com níveis diminuídos de 
LPC 18:2 e aumentados de LPC 14:1 que são, respetivamente, anti- e pró-inflamatórios, 
apresentam maior risco de desenvolver CVD, uma vez que estas alterações nos níveis 
lipídicos foram associadas a fatores de risco, tais como aumento do tecido adiposo 
visceral e TG séricos, bem como diminuição de HDL (72). A diminuição dos níveis 
plasmáticos totais de LPC em indivíduos obesos com CVD, parece contraditória dada a 
associação desta classe lipídica com a inflamação e a sua presença nas placas de ateroma 
(84). Contudo, esta diminuição pode ser mais proeminente em espécies anti-inflamatórias 
ou pode refletir um aumento do catabolismo de LPC e sua remoção da circulação (84). 
Outras classes de GP, como as PC, PG, PE, PI, PE-O e PC-O, têm sido relacionadas de 
forma negativa ou positiva com o risco de desenvolver CVD (27,43). Deste modo, 
diversas classes de GP estão relacionadas com o risco de desenvolver CVD, sendo que 
esta relação depende da espécie lipídica em causa. 
Por último, as SM, particularmente a SM 34:2, apresentam uma relação com as 
CVD, ao contrário do que se verifica para a T2DM (83). Algumas espécies desta classe, 
como a SM 36:1 e a SM 36:2, encontram-se diminuídas em pacientes obesos com CVD 
(27), enquanto outras, como a SM 38:2 e a SM 34:2, encontram-se aumentadas (82,83). 
As SM estão presentes em grande quantidade nas LDL, cujos níveis elevados estão 
associados a um maior risco de desenvolver CVD (22). Deste modo, foi sugerido que os 
níveis elevados de SM são influenciados pela ocorrência de CVD, mas os mesmo não são 
responsáveis pelo desenvolvimento e progressão de aterosclerose (85). 
 
1.3.3.3 Esteatose Hepática Não-Alcoólica 
A NAFLD é outra doença bastante associada à obesidade e à consequente 
lipotoxicidade (86), que tem como consequência a alteração do lipidoma dos indivíduos 
(55). A esteatose hepática define-se como um aumento do teor de TG intra-hepáticos que 
ocorre quando a absorção hepática de FA e a sua síntese de novo é maior do que a 
oxidação de FA e que a secreção dos mesmos como TG (86). Esta acumulação excessiva 
de TG intra-hepáticos está associada a alterações de metabolismo da glucose, dos FA e 





5). A esteatose hepática pode ser causada pelo consumo excessivo de álcool, designando-
se esteatose hepática alcoólica, ou estar associada a disfunções metabólicas como as 
decorrentes da obesidade, designando-se NAFLD (86). Assim, e à semelhança das outras 
doenças mencionadas, o estudo do perfil lipídico pode ser útil na determinação de 
biomarcadores que possibilitem o diagnóstico precoce. 
O diagnóstico da NAFLD é realizado, normalmente, com recurso a biópsia ao 
fígado, pelo que muitos estudos de lipidómica utilizam o tecido hepático como matriz. 
Neste tecido ocorre um aumento de TG, DG, Ch e SM e uma diminuição de PC, AA, 
DHA e EPA (87), contudo, existem poucos estudos realizados em plasma, apesar de 
ocorrerem alterações do lipidoma plasmático nesta doença (55). Indivíduos com NAFLD 
apresentam um aumento das concentrações plasmáticas de FA totais, de DG e de TG, 
particularmente dos que apresentam SFA ou MUFA na sua constituição, o que sugere um 
aumento da lipogénese de novo (55,88). Adicionalmente, em pacientes com NAFLD 
ocorre um aumento de MUFA nos FFA, DG e PL e uma diminuição de FA n-3 e FA n-6 
nos FFA, TG, PC e LPC (55). É, ainda de salientar, a diminuição dos níveis de LPC e 
éteres de lípidos, em indivíduos com NAFLD, o que pode refletir a diminuição de HDL 
(88). Deste modo, a NAFLD está associada a alterações no perfil lipídico plasmático dos 
indivíduos. Destas, destaca-se o aumento de TG saturados e monoinsaturados, que podem 
refletir o aumento da lipogénese, e a diminuição de LPC e éteres de lípidos, que pode 




Figura 5- Desenvolvimento da esteatose hepática não-alcoólica. O aumento da taxa de absorção e a 
diminuição da taxa de excreção de lípidos têm como consequência o desenvolvimento de esteatose. Por 
sua vez, a esteatose é responsável por alterar o metabolismo e originar inflamação hepática. Figura 





1.4 Objetivos do trabalho  
A obesidade tem vindo a aumentar na sociedade atual, particularmente em 
crianças e adolescentes. Esta condição tem influência no perfil lipídico dos indivíduos 
pelo que a lipidómica torna-se fulcral para o estudo dos mecanismos patofisiológicos 
desta condição. A lipidómica permite a identificação de espécies lipídicas, podendo 
contribuir para a identificação de biomarcadores lipídicos úteis no diagnóstico e 
monotorização da obesidade. Para além disso, as alterações do lipidoma decorrentes da 
obesidade podem estar associadas ao desenvolvimento de outras doenças, nomeadamente 
T2DM, CVD e NAFLD. Deste modo, a identificação do perfil lipídico de indivíduos com 
obesidade pode contribuir, também, para um diagnóstico precoce e prevenção destas 
complicações. Apesar do aumento da obesidade pediátrica e da evidente relação entre a 
obesidade e o lipidoma, poucos são os estudos lipidómicos realizados em crianças obesas. 
Assim, o objetivo deste trabalho é avaliar as variações do lipidoma de crianças 
obesas em comparação com crianças não obesas. Assim, iremos analisar o perfil 
fosfolipídico de crianças de peso normal, com excesso de peso e obesidade. Com recurso 
à cromatografia líquida acoplada à espetrometria de massa, pretende-se identificar e 
quantificar espécies lipídicas de diferentes classes de fosfolípidos, bem como caracterizar 
o perfil de FA presentes dos fosfolípidos, através de cromatografia gasosa acoplada à 
espetrometria de massa. Com estas abordagens poder-se-á identificar o perfil 
fosfolipídico característico de crianças com excesso de peso ou obesidade que poderá 
estar associado ao desenvolvimento de outras doenças e avaliar se essas diferenças são 
dependentes do sexo, ou seja, determinar possíveis diferenças entre o lipidoma de rapazes 
e raparigas com diferentes BMI. 
  




2. Materiais e Métodos 
 
2.1 Reagentes 
Os padrões de fosfolípidos 1-nonadecanoil-2-hidroxi-sn-glicero-3-fosfocolina 
(LPC 19:0), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-fosfocolina (PC 14:0/14:0), 1,2-diacil-sn-
glicero-3-fosfo-(1’-rac-glicerol) (PG 14:0/14:0), 1,2-dimiristoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina (PE 14:0/14:0) e N-heptadecanoyl-D-erythro-
sphingosylphosphorylcholine (SM d18:1/17:0) foram obtidos da Avanti® Polar Lipids, 
Inc (Alabaster, AI, EUA) e usados sem qualquer purificação adicional. O ácido fórmico, 
o acetato de amónio e o hidróxido de amónio foram obtidos da Sigma-Aldrich Chemical 
Co. (St. Louis, MO, EUA), o ácido perclórico foi adquirido pela Chem-Lab NV 
(Zedelgem, Alemanha), o hidróxido de potássio foi obtido da LABChem (Zelienople, PA, 
EUA) e o molibdato de amónio da Panreac (Barcelona, Espanha). O ácido ascórbico e o 
cloreto de sódio (NaCl) foram adquiridos pela VWR Chemicals (Leuven, Bélgica) e o di-
hidrogenofosfato de sódio di-hidratado pela Riedell-de Haën (Seelze, Alemanha). O 
clorofórmico (CHCl3), o acetonitrilo (ACN), o metanol e o hexano, com grau de pureza 
para HPLC, foram obtidos pela Fisher Scientific (Leicestershire, UK) e foram utilizados 
sem purificação adicional. Finalmente, a água Milli-Q, utilizada em todos os processos, 
filtrada através um filtro de 0,22 mm e obtida usando o sistema Milli-Q Millipore system 
(Synergy®, Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA). 
 
2.2 Crianças em estudo 
As crianças, com idades compreendidas entre os 8 e os 17 anos, foram recrutadas 
no serviço de Colheitas do Centro Hospitalar do Baixo Vouga, sendo a sua identidade 
anónima e tendo-se obtido o respetivo consentimento informado. Para cada criança, 
obtiveram-se os seguintes parâmetros: idade peso, altura e BMI. Posteriormente, os 
indivíduos foram divididos em 3 grupos de acordo com o seu BMI: crianças sem excesso 
de peso ou obesidade (controlo), crianças com excesso de peso e crianças obesas, tendo 
por base os valores de referência da Tabela 8. 
 
 












As crianças do grupo controlo (4 sexo feminino e 4 sexo masculino) apresentam 
o percentil de BMI entre 5 e 85, enquanto as crianças com excesso de peso (5 sexo 
feminino e 9 sexo masculino) apresentam o percentil de BMI entre 85 e 95. Por sua vez, 
as crianças obesas (5 sexo feminino e 5 sexo masculino) apresentam o percentil de BMI 
acima de 95. As crianças deste estudo não apresentavam qualquer patologia hepática, 
alterações a nível da tiroide ou T2DM, o que poderia interferir com o metabolismo 
lipídico. O soro de cada criança foi obtido e analisado pelo Serviço de Patologia Clínica 
do Centro Hospitalar do Baixo Vouga, com recurso ao software Apollo (sistema de 
informação para o laboratório de análises clínicas). Após colheita e análise, as amostras 
de soro foram armazenadas a -80ºC até posterior estudo do perfil fosfolipídico. Este 
trabalho foi aprovado pela comissão de ética do Centro Hospitalar do Baixo Vouga. 
 
2.3 Extração de fosfolípidos do soro de crianças com diferentes índices de 
massa corporal utilizando a técnica de extração em fase sólida 
Os fosfolípidos do soro de crianças controlo (n=8), com excesso de peso (n=14) e 
com obesidade (n=10) foram obtidos por extração em fase sólida (SPE, do inglês solid 
phase extraction). Inicialmente adicionou-se 5 µg de padrão interno PC (14:0/14:0) a 100 
µL de amostra de soro. Procedeu-se à precipitação de proteínas através da adição de 900 
µL de ACN com 1% de ácido fórmico, agitando-se, de seguida, num vórtex durante 30 
segundos. Para ocorrer a separação das fases, as amostras foram centrifugadas a 2000 rpm 
durante 5 minutos e o sobrenadante foi transferido para colunas Hybrid SPE-PL (Supelco, 
Sigma-Aldrich, Bellefonte, PA) acopladas a um sistema Visiprep SPE Vacuum Manifold 
(Superlco, Cigma-Aldrich, Bellefonte, PA). De seguida, adicionou-se 1 mL de ACN com 
1% de ácido fórmico à coluna e, posteriormente, 1 mL de ACN puro. De modo a eluir os 
fosfolípidos retidos na coluna, adicionou-se 2 x 1mL de ACN com hidróxido de amónio 
BMI (kg/m2) Percentil do BMI Interpretação 
<18.5 <5 Baixo peso 
18.5 a 24.9 5 a 85 Normal 
25 a 29.9 85 a <95 Excesso de peso 
>30 >95 Obesidade 




a 5%, consecutivamente. Estas duas últimas eluições foram coletadas no mesmo tudo e, 
posteriormente, levadas à secura total através de uma corrente de azoto e armazenadas a 
-20ºC até posterior análise. 
 
2.4 Quantificação de fosfolípidos através do ensaio de quantificação de 
fósforo 
A quantidade total de fosfolípidos no extrato lipídico das amostras de soro (n=32) 
foi determinada através da quantificação espetrofotométrica de fósforo, tendo por base o 
método proposto por Barllet e Lewis (90). Os extratos lipídicos previamente secos foram 
redissolvidos em 300 µL de CHCl3. Transferiu-se 10 µL de cada amostra, em duplicado, 
para tubos de vidro e secou-se em corrente de azoto. Adicionou-se 125 µL de ácido 
perclórico a 70% (m/v) a cada tubo e incubou-se durante 40-60 minutos a 180ºC num 
bloco de aquecimento (Stuart Block Heater SBH200D). Os padrões com concentrações 
entre 0,1 e 2 µg de fósforo foram preparados a partir de uma solução padrão de di-
hidrogenofosfato de sódio di-hidratado com100 µg/mL de fósforo. Estas soluções padrão 
foram submetidas ao mesmo tratamento que as amostras, com exceção do aquecimento 
no bloco. Posteriormente, adicionou-se a cada tubo (amostras e padrões) 
aproximadamente 825 µL de H2O Milli-Q, 125 µL de molibdato de amónio 2,5% (m/v) 
e 125 µL de ácido ascórbico 10% (m/v), tendo-se homogeneizado em vortéx após adição 
de cada solução. De seguida, incubou-se durante 10 minutos a 100ºC num banho de água 
(Precisterm P-Selecta). Decorridos os 10 minutos, os tubos foram colocados em água fria 
para promover o arrefecimento.  
Por fim, transferiu-se 200 µL de cada solução para uma microplaca de 96 poços e 
a absorvência foi lida a 797 nm num leitor de microplacas Multishan GO (Thermo 
Scientific, Walthan, MA, EUA). A quantidade de fósforo presente em cada amostra foi 
calculada por regressão linear a partir da representação gráfica da absorvência média dos 
duplicados dos padrões (eixo Y) em função da sua quantidade de fósforo (eixo X). A 
quantidade de fosfolípidos presente nos extratos lipídicos do soro foi determinada pela 








2.5 Análise e quantificação de ácidos gordos por cromatografia gasosa 
acoplada à espetrometria de massa (GC-MS) 
A análise do perfil de FA do extrato lipídico de soro foi realizada através de GC-
MS. Analisaram-se 8 extratos lipídicos de soro de cada grupo de BMI (controlo, excesso 
de peso e obesidade), sendo 4 amostras de indivíduos do sexo feminino e 4 do sexo 
masculino. Para a análise por GC-MS foi necessário derivatizar as amostras, recorrendo 
ao processo de transmetilação de FA. Os ácidos gordos metilados são voláteis, pelo que 
desta forma é possível a proceder à sua análise por GC-MS. O processo de transmetilação 
seguiu as linhas gerais da metodologia  proposta pela União Internacional da Química 
Aplicada (IUPAC) (91). Este método baseia-se na adição de hidróxido de potássio em 
metanol de modo a promover a formação de ésteres metílicos de FA por transmetilação. 
Assim, transferiu-se 15 µL do extrato lipídico redissolvido em CHCl3, correspondendo a 
15 µg de fosfolípidos, para um tubo previamente lavado com n-hexano. Os tubos foram 
secos em corrente de azoto, seguindo-se a adição de 1 mL de padrão interno C19:0 (1 
µg/mL) (Sigma-Aldrich Chemical Co, St. Louis, MO, EUA) em hexano e 200 µL de 
hidróxido de potássio (2M) em metanol. Agitou-se vigorosamente num vortéx durante 2 
minutos e adicionou-se 2 mL de solução de NaCl (1g/100mL). De modo a promover a 
separação de fases, centrifugou-se a 2000 rpm durante 5 minutos. Recolheu-se a fase 
orgânica para um eppendorf previamente lavado com n-hexano, tendo o cuidado de não 
retirar mais de 600 µL de fase orgânica, de modo a evitar a transferência de sais, e secou-
se em corrente de azoto.  
Para análise por GC-MS, as amostras foram redissolvidas em 60 µL de n-hexano, 
tendo-se injetado 1 µL da solução resultante no cromatógrafo gasoso GCMS-QP2010 
Ultra (Shimadzu, Quioto, Japão). O cromatógrafo estava equipado com um injetor 
automático e uma coluna DB-1 com 30 m de comprimento, 0,32 mm de diâmetro interno 
e 0,25 µm de espessura (Agilent J&W, Agilent Technologies, Santa Clara, EUA). Cada 
amostra foi injetada em modo spitless (razão de split: 2) a 250ºC. O programa de 
temperaturas iniciou-se a 80ºC, durante 3 minutos, seguindo-se um aumento de 
temperatura a uma taxa de 25 ºC/minuto até aos 160ºC. Seguiu-se novo aumento de 
temperatura a uma taxa de 2ºC/minuto até aos 210ºC e de 30ºC/minuto até aos 250ºC, 
tendo-se mantido a esta temperatura durante 10 minutos. O gás de arraste utilizado foi o 
hélio, a uma velocidade linear de 43,6 cm/s e a uma taxa de fluxo de 1,4 mL/minuto. A 
temperatura da fonte de iões e da interface foi 200ºC e 250ºC, respetivamente. O 




espetrómetro de massa acoplado ao GC continha uma fonte de ionização de impacto 
eletrónico a operar a 70eV. Os espetros foram obtidos em modo full scan na gama de 
valores de m/z 35-700 em ciclos de 0,3 segundos. A identificação de FA foi realizada por 
comparação do tempo de retenção e dos espetros de massa com padrões comerciais de 
ácidos gordos metilesterificados (Supelco 37 Component FAME Mix) e pela confirmação 
através de comparação com espetros de massa da biblioteca “The Lipid Web” (92). A 
quantidade relativa de cada FA foi calculada pelo método de área percentual com 
normalização adequada, considerando a soma de todas as áreas dos FA identificados, 
sendo os resultados expressos em percentagem (%). 
 
2.6 Análise e quantificação das classes de fosfolípidos por cromatografia 
líquida de alta eficiência acoplada à espetrometria de massa (HPLC-MS) 
A análise do perfil fosfolipídico das amostras de soro, de modo a identificar 
possíveis diferenças entre cada um dos grupos de BMI, foi realizada com recurso à técnica 
de cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espetrometria de massa (HPLC-
MS, do inglês high-performance liquid chromatography–mass spectrometry). Os 
fosfolípidos foram separados através da cromatografia líquida de interação hidrofílica 
(HILIC-LC/MS, do inglês hydrophilic interaction liquid chromatography coupled to 
mass spectrometry), utilizando uma coluna Ascentis Si HPLC Pore (15 cm x 1,0 mm, 3 
µm; Sigma-Aldrich) e um sistema HPLC (Ultimate 3000 Dionex, Thermo Fisher 
Scientific, Bremen, Alemanha) com injetor automático acoplado online ao espetrómetro 
de massa Q Exactive Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha). O sistema 
de solventes foi composto por duas fases móveis: eluente A (50% ACN, 25% metanol e 
25% H2O com 1 mM de acetato de amónio) e eluente B (60% ACN e 40% metanol com 
1 mM de acetato de amónio). Para a análise, a 79 µL de sistema de solventes (60% eluente 
B e 40% eluente A), adicionou-se 5 µL de amostra (correspondente a 5 µg de fosfolípidos) 
e 4 µL de cada padrão interno: PE (14:0/14:0) (0.02 µg/100 µL); SM (d18:1/17:0) (0.02 
µg/100 µL); LPC (19:0) (0.02 µg/100 µL) e PG (14:0/14:0) (0.012 µg/100 µL). Uma 
alíquota de 5 µL desta mistura foi introduzida na coluna Ascentis Si HPLC Pore (15 cm 
x 1,0 mm, 3 µm; Sigma-Aldrich), mantida a 30ºC. O caudal foi ajustado para 40 µL/min 
e o gradiente de solvente utilizado foi programado da seguinte forma: 40% de eluente A 
durante 8 minutos, seguiu-se um aumento linear para 60% de eluente A, durante 7 
minutos, no qual se manteve durante 5 minutos até retornar às condições iniciais em 5 




minutos seguido de um período de 10 minutos para restabelecer o equilíbrio antes da 
injeção seguinte. A análise dos fosfolípidos foi realizada num espetrómetro de massa do 
tipo Q exactive orbitrap com uma fonte de ionização de eletrospray aquecida (HESI, do 
inglês heated electrospray ionization) no modo positivo (voltagem de 3kV) e no modo 
negativo (voltagem de -2,7 kV). A taxa de fluxo de gás foi mantida a 15 unidades, a 
temperatura capilar foi de 250 ºC, o potencial das S-lentes RF foi igual a 50 unidades e a 
temperatura da sonda aquecida igual a 100ºC. Para a aquisição dos espetros de massa 
definiu-se um método dependente dos dados (do inglês, data-dependent). O método de 
aquisição foi em full scan na gama de valores de m/z 200-1600, resolução de 70000, 
controlo automático de ganho 1x106 e 2 microscans. Os 10 iões mais intensos foram 
selecionados para fragmentação na célula de colisões HCD. A energia de colisão variou 
entre 25, 30 e 35 eV. Os espetros de massa tandem (espetros de MS/MS) foram adquiridos 
com uma resolução de 17500, ganho automático de controlo 1x105, 1 microscan e janela 
de isolamento de m/z 1. O limite para a seleção de iões foi 2x104 contagens. O máximo 
de iões acumulados permitidos foi 100 ms para os espetros de MS e 50 ms para os espetros 
de MS/MS. A exclusão dinâmica foi definida para os 60 s. De modo a identificar o perfil 
em classes de fosfolípidos de cada condição experimental, os espetros adquiridos foram 
analisados com recurso ao programa de análise de dados Xcalibur v3.3 (Thermo Fisher 
Scientific, EUA). A identificação foi realizada com recurso à massa exata das espécies 
lipídicas, ao seu tempo de retenção e à interpretação dos espetros de MS/MS. Após 
identificação, a quantificação das espécies moleculares foi realizada com recurso à 
integração da área dos picos do cromatograma. Os espetros de massa foram processados 
e integrados no programa MZmine v2.30 (93).  
 
2.7 Análise estatística 
Os resultados experimentais são apresentados em termos de média ± desvio. As 
diferenças existentes entre as condições experimentais relativas aos FA analisados por 
GC-MS foram estudadas com recurso à análise de variância com um fator (One-way 
ANOVA, do inglês analysis of variance) combinada com o teste de comparação múltipla 
de Bonferroni. Esta análise foi realizada com recurso ao software PRISM GraphPad, Inc 
v 6 para o Windows. Os dados de HPLC-MS e MS/MS foram estatisticamente analisados 
pela análise de componentes principais (PCA, do inglês principal component analysis) e 
por Mínimos Quadrados Parciais- Análise Discriminante (PLS-DA, do inglês Partial 




Least Square-Discriminant Analysis), através de dados auto scaled, utilizando o software 
R versão 3.4.2. Para analisar a normalidade dos dados foi utilizado o teste Shapiro-Wilk. 
A análise estatística univariada foi realizada com recurso ao teste ANOVA combinada 
com o teste post-hoc LSD. Considerou-se o valor p<0,05 como um indicador de 








3 Caracterização do perfil fosfolipídico de crianças com 
excesso de peso e obesidade 
 
3.1 Caracterização da amostra 
As crianças, com idades compreendidas entre os 8 e 17 anos, foram recrutadas no 
Centro Hospitalar do Baixo Vouga onde lhes foi medido o peso e a altura e calculado o 
BMI de modo a dividi-las em 3 grupos distintos: crianças com peso normal, crianças com 
excesso de peso (EP) e crianças com obesidade (OB).  
Deste modo, foram selecionadas 32 crianças: 8 com peso normal (4 do sexo 
feminino e 4 do sexo masculino), 14 com excesso de peso (5 do sexo feminino e 4 do 
sexo masculino) e 10 com obesidade (5 do sexo feminino e 5 do sexo masculino). As 
crianças com peso normal apresentavam BMI entre 19,4 e 23,0 kg/m2, com média de 21,7 
kg/m2, sendo consideradas como grupo controlo. As crianças com excesso de peso 
apresentavam BMI entre 25,3 e 28,5 kg/m2, com média de 27,2 kg/m2. Por fim, as crianças 
com obesidade apresentavam BMI entre 30,7 e 38,3 kg/m2, com média de 33,5 kg/m2 
(Tabela 9). 
 
Tabela 9- Caracterização das crianças com peso normal, excesso de peso e obesidade em termos de sexo, 
idade, BMI e percentil de BMI. Os valores médios de BMI estão apresentados como média ± desvio-padrão. 









F 8 22,7 
5 a 85 
F 13 19,4 
F 15 22,1 
F 17 20,5 
M 13 21,4 
M 15 22,7 
M 15 21,5 
M 15 23,0 











 F 8 27,9 
85 a <95 
F 9 27,0 
F 12 26,4 
F 12 25,3 
F 17 27,8 
M 8 27,1 
M 10 26,9 




M 11 27,7 
M 12 27,5 
M 12 28,5 
M 12 28,5 
M 14 26,9 
M 14 26,8 
M 16 25,8 








F 10 34,3 
>95 
F 15 31,6 
F 16 33,3 
F 17 38,3 
F 17 30,7 
M 13 33,0 
M 13 32,9 
M 15 31,6 
M 16 34,9 
M 16 34,9 
Média±DP 33,5±2,08  
F – Feminino; M – Masculino; BMI – índice de massa corporal 
 
3.2 Avaliação dos parâmetros bioquímicos  
O soro das crianças selecionadas foi recolhido pelo Serviço de Patologia Clínica 
do Centro Hospitalar do Baixo Vouga, onde foram analisados os seguintes parâmetros 
bioquímicos: glucose, insulina, aminotransferases (AST e ALT), hemoglobina A1c, 
colesterol total, HDL, LDL, TG e a hormona da tiroide (TSH, do inglês thyroid-
stimulating hormone). Os parâmetros referidos foram avaliados tendo em conta os valores 
de referência presentes na Tabela 10, de modo a excluir a presença de outras patologias. 
 
Tabela 10- Valores de referência pediátricos para os parâmetros avaliados. Adaptado de (94). 
Parâmetro 
Valores de Referência 
Feminino Masculino 
Glucose 70-140 mg/dL 
Insulina 3-25 mUI/L 
AST 
8-50 U/L (1-13 anos) 
8-43 U/L (≥ 14 anos) 
8-60 U/L (1-13 anos) 
8-48 U/L (≥ 14 anos) 
ALT 7-45 U/L 7-55 U/L 
HbA1c 
< 8% (6-12 anos) 
< 7,5% (13-19 anos) 





Desejável: < 200 mg/dL 
Aceitável: 200-239 mg/dL 
Alto: ≥ 240 mg/dL 
HDL 
Desejável: > 45 mg/dL 
Aceitável: 40-45 mg/dL 
Baixo: ≤ 40 mg/dL 
LDL 
Desejável: ≤ 110 mg/dL 
Aceitável: 100-129 mg/dL 
Alto: ≥ 130 mg/dL 
TG 
(2-9 anos) 
Desejável: < 75 mg/dL 
Alto: ≥ 100 mg/dL 
(10-17 anos) 
Desejável: < 90 mg/dL 
Alto: ≥ 130 mg/dL 
TSH 
0,6-4,8 mU/L (6-10 anos) 
0,5-4.3 mU/L (11-19 anos) 
 
Os resultados da avaliação dos parâmetros bioquímicos mencionados encontram-
se representados na Tabela 11. As crianças de peso normal apresentavam valores normais 
na maioria dos parâmetros bioquímico, com exceção de 3 crianças, 2 do sexo feminino e 
1 do sexo masculino, que apresentavam alguns parâmetros na gama do aceitável 
(parâmetros bioquímicos: HDL e LDL) ou fora do intervalo de referência (parâmetros 
bioquímicos: HDL, TG e TSH). Relativamente às crianças com excesso de peso, estas 
apresentavam valores normais de AST, ALT, HbA1c e TSH. No entanto algumas crianças 
apresentavam valores de colesterol total (n=2), HDL (n=4), LDL (n=4) e TG (n=1) na 
gama do aceitável e de glucose (n=1), insulina (n=2), LDL (n=2) e TG (n=1) fora do 
intervalo de referência. Por sua vez, as crianças com obesidade apresentavam valores 
normais de glucose, AST, ALT, HbA1c e TSH. No entanto algumas crianças deste grupo 
apresentavam os parâmetros bioquímicos colesterol total (n=1), HDL (n=2), LDL (n=1) 
e TG (n=4) na gama dos valores aceitáveis, enquanto os parâmetros insulina (n=4), HDL 








Tabela 11- Parâmetros bioquímicos das crianças selecionadas. Os valores a sublinhado encontram-se na 
gama dos valores aceitáveis e os valores a negrito e sublinhado encontram-se fora do intervalo de 
referência. 
F – Feminino; M – Masculino; AST – Aspartato aminotransferase; ALT – Alanina aminotransferase; 
HbA1c – Hemoglobina glicada; HDL – lipoproteína de elevada densidade; LDL – lipoproteína de baixa 


































F/8 99 21 38 34 5 158 41 102 116 5,0 
F/13 95 13,5 22 21 4,1 180 43,4 112,6 204 1,4 
F/15 86 19,3 16 13 4,8 166 71,5 89,9 122 2,5 
F/17 89 12,7 17 11 5 166 64 91 38 2,8 
M/13 85 8 31 25 4,9 118 58,6 50,5 34 1,3 
M/15 70 15,3 20 13 4,8 146 57 78,5 67 3,5 
M/15 87 7,7 18 11 5,1 160 52,5 98 53 1,3 












F/8 87 8,5 39 31 4,9 170 53,8 103 74 3,5 
F/9 94 29,8 19 18 5,5 218 46,6 155 109 3,1 
F/12 84 16,2 18 15 5,2 155 40,5 101 110 2,0 
F/12 91 19,7 21 18 5,0 205 62,8 133 74 3,0 
F/17 80 11,5 20 28 5,2 184 68,5 100 87 1,6 
M/8 91 11,4 24 18 5,6 183 51 123 75 2,7 
M/10 83 8,2 21 11 5,3 146 55,1 80 55 1,2 
M/11 94 14,7 26 22 4,9 171 46,2 111 93 3,3 
M/12 94 13,2 38 38 5,6 158 41,8 113 61 2,0 
M/12 97 19,5 21 17 5,2 186 45,6 126 87 2,3 
M/12 90 28,6 24 30 5,3 166 45 110 72 1,7 
M/14 83 16 32 19 5,7 121 40,5 71 37 1,1 
M/14 98 9,8 22 18 5,7 122 40,2 69 52 2,0 








F/10 85 45,4 30 43 5,2 193 43,6 140 114 3,7 
F/15 89 24,3 24 24 5,5 155 49,8 99 53 3,0 
F/16 96 16,2 15 11 5 209 56,9 133 113 2,0 
F/17 106 36,3 43 27 5,6 141 41,6 88 105 2,2 
F/17 79 21,5 21 24 5 189 49,7 130 53 1,4 
M/13 93 23,8 24 19 5,1 132 50,1 66 70 2,0 
M/13 95 11,5 28 19 5,6 179 35,4 136 71 1,7 
M/15 94 11,6 23 16 4,8 185 50 94 61 2,5 
M/16 93 29,2 18 21 5,2 189 33,5 145 101 3,2 
M/16 102 37,1 23 38 5,5 161 33,7 114 82 2,6 




3.3 Análise do perfil de ácidos gordos dos fosfolípidos por cromatografia 
gasosa acoplada à espetrometria de massa (GC-MS) 
O perfil de FA presentes nos extratos fosfolipídicos foi analisado com recurso à 
identificação de ésteres metílicos de FA por GC-MS. Através da integração dos picos dos 
cromatogramas de GC-MS foi possível proceder a uma quantificação relativa de cada FA, 
tendo sido considerados os FA com uma abundância relativa superior a 1%. A análise dos 
cromatogramas e dos espetros de massa permitiu identificar o ácido palmítico (C16:0), o 
ácido esteárico (C18:0), o ácido oleico (C18:1), o ácido linoleico n-6 (C18:2), o ácido 
araquidónico n-6 (C20:4), o ácido homo-γ-linolénico n-6 (C20:3) e o ácido 
docosahexanóico n-3 (22:6). Em todas as condições os FA mais abundantes foram: C16:0 
e C18:0. 
Para cada condição, isto é, para crianças de peso normal, excesso de peso e 
obesidade, foram avaliadas as alterações no perfil de FA. Esta análise permitiu identificar 
diferenças significativas entre o perfil de ácido palmítico (C16:0), ácido linoleico (C18:2 
n-6) e ácido esteárico (C18:0) de crianças de peso normal em comparação com as crianças 
com excesso de peso (Figura 6). Assim, verificou-se um aumento na abundância relativa 
do ácido palmítico (C16:0) e do ácido esteárico (C18:0) e uma diminuição na abundância 
relativa do ácido linoleico (C18:2 n-6) em crianças com excesso de peso 
comparativamente ao grupo controlo. A abundância relativa do ácido linoleico (C18:2 n-
6) e do ácido esteárico (C18:0) é, também, diferente entre crianças de peso normal e 
crianças obesas, observando-se uma diminuição da abundância relativa do ácido linoleico 
e um aumento da abundância relativa do ácido esteárico em crianças obesas. No entanto, 
não se verificaram diferenças entre o perfil de ácidos gordos de crianças com excesso de 
peso em comparação com as crianças com obesidade (Figura 6). Em resumo, em ambos 
os grupos, excesso de peso e obesidade, observou-se uma diminuição do ácido linoleico 
(C18:2 n-6) e um aumento de FA saturados. Foi, ainda, avaliado o perfil de FA de crianças 
do sexo feminino e do sexo masculino em cada condição, não tendo sido observadas 











Figura 6- Composição de ácidos gordos presentes nos fosfolípidos de amostras de soro de crianças do sexo 
feminino e do sexo masculino com peso normal (A), excesso de peso (B) e obesidade (C). O perfil de ácidos 
gordos foi obtido através de análise por GC-MS. Os resultados encontram-se representados em termos de 
média±desvio padrão de 4 réplicas biológicas para cada condição (n=4). 
Figura 7- Composição de ácidos gordos dos extratos fosfolipídicos provenientes do soro de crianças com 
peso normal (controlo), excesso de peso e obesidade. O perfil de ácidos gordos foi obtido recorrendo a 
análise por GC-MS. Os resultados encontram-se representados em termos de média±desvio padrão de 8 
réplicas biológicas para cada condição (n=8). * p<0,05; ***p<0,001 (ANOVA Bonferroni’s Multiple 
Comparison Test). 




3.4 Análise do perfil de fosfolípidos por cromatografia líquida acoplada à 
espetrometria de massa tandem (HPLC-MS/MS) 
O perfil fosfolipídico do soro de crianças com diferentes BMI foi analisado por 
HPLC-MS e MS/MS, permitindo determinar alterações a nível molecular de cada classe 
de fosfolípidos. No modo positivo foram analisadas as classes PC, LPC, SM e PE, 
enquanto no modo negativo analisaram-se as classes PG, PS, PI e PE. Os cromatogramas 
e espetros de HPLC-MS e MS/MS foram analisados com recurso ao software Xcalibur 
v3.3 e a integração foi realizada no software MZmine v.2.30, tendo-se realizado a 
confirmação por interpretação manual dos dados. As classes de fosfolípidos presentes nas 
amostras apresentam diferentes tempos de retenção, pelo que a sua separação é visível 
nos cromatogramas. Como representado no cromatograma da Figura 8, as classes das PG, 
PI e PS eluem entre os 2-3 minutos, a classe das PE elui entre os 3-5 minutos, a classe 
das PC elui entre os 8-10 minutos, a classe das SM elui entre os 10-12 minutos e, 
finalmente, a classe das LPC elui entre os 13-16 minutos.  
Esta abordagem lipidómica baseada em espetrometria de massa permitiu 
identificar um total de 166 espécies fosfolipídicas nas amostras de soro de crianças, 
nomeadamente 66 espécies moleculares de PC, 27 espécies de LPC, 18 espécies 
moleculares de SM e 41 espécies moleculares de PE. A PG, PI e PS foram as classes que 
apesentaram menor número de espécies identificadas com 1, 11 e 2 espécies moleculares, 
respetivamente. As espécies moleculares identificadas estão apresentadas no Anexo A. 
Figura 8-  Exemplo de cromatograma obtido por HPLC-MS com a separação das classes fosfolipídicas 
presentes nas amostras de soro de crianças. As classes das PG, PI e PS eluem entre os 2-3 minutos, a das 
PE entre os 3-5 minutos, a das PC entre os 8-10 minutos, a das SM entre os 10-12 minutos e a classe das 
LPC elui entre os 13-16 minutos. 




A classe de fosfolípidos mais abundantes é a das PC, tendo as espécies desta classe 
sido identificadas nos espetros de MS no modo positivo como iões [M+H]+. A espécie 
molecular mais abundante desta classe, em todos os grupos, foi a PC (34:2) de m/z 758,57, 
identificada por MS/MS como PC (16:0/18:2), seguida pela PC (36:4) de m/z 782,57, 
identificada por MS/MS como PC (16:0/20:4), e pela PC (36:2) de m/z 786,60, 
identificada por MS/MS como PC (18:0/18:2), (Figura 9A). Nos espetros MS/MS das PC, 
no modo positivo, é possível observar o ião característico da cabeça polar, de m/z 184,1 
correspondente à colina e ao grupo fosfato, bem como as perdas neutras dos FA na forma 
de RCOOH, como representado na Figura 9B. No entanto, por vezes foi necessário 
recorrer ao espetro de MS/MS das PC como iões [M+CH3COO]
- (modo negativo) para 
identificar os FA presentes nas espécies moleculares. Nos espetros de MS/MS dos iões 
[M+CH3COO]
- das PC é possível observar os iões carboxilato de cada ácido gordo 
(RCOO-), o que permite identificar a sua composição em cadeia acilo. 
Figura 9- (A) Espetro de HPLC-MS, no modo positivo, no tempo de retenção 8-10 minutos, onde eluem 
as PC. Os valores de m/z correspondentes às espécies moleculares de PC mais abundantes estão assinaladas 
com uma circunferência. (B) Exemplo de espetro de HPLC-MS/MS do ião [M+H]+ da PC (36:4), de m/z 
782,57, identificada como PC (16:0/20:4). Neste espetro, pode observar-se o ião fragmento característico 
da cabeça polar da fosfocolina (colina e grupo fosfato), de m/z 184,1 e, também, os iões fragmento 
resultantes das perdas neutras de -256 Da e -304 Da, correspondentes às perdas dos ácidos gordos C16:0 e 
C20:4, respetivamente. 




A classe das LPC foi observada e identificada nos espetros HPLC-MS e MS/MS 
no modo positivo como iões [M+H]+. Desta classe, as espécies mais abundantes foram a 
LPC (16:0) de m/z 496,34, a LPC (18:2) de m/z 520,34 e a LPC (18:0) de m/z 524,37 
(Figura 10A). À semelhança das PC, no espetro MS/MS das LPC observa-se o ião 
característico da cabeça polar de m/z 184,1 e a perda neutra do FA na forma RCOOH, 
como representado na Figura 10B. 
A classe das SM foi observada e identificada nos espetros HPLC-MS e MS/MS 
no modo positivo como iões [M+H]+. A SM (d34:1, SM d18:1/16:0) de m/z 703,58 
revelou ser a espécie mais abundante, seguida pela SM (d34:2) de m/z 701,56 e pela SM 
(d36:2) de m/z 729,59 (Figura 11A). No espetro MS/MS das SM é visível o ião que 
corresponde à cabeça polar constituída por colina e pelo grupo fosfato, de m/z 184,1. Por 
vezes é, também visível o ião que corresponde à ceramida após a perda de uma molécula 
de água, representado por ceramida-2H2O. Adicionalmente, neste espetro de MS/MS é 
possível observar o ião fragmento de m/z 264,3, característico da esfingosina d18:1 e que 
Figura 10-(A) Espetro de HPLC-MS, no modo positivo, no tempo de retenção 13-16 minutos, onde eluem 
as LPC. Os valores de m/z correspondentes às espécies moleculares de LPC mais abundantes estão 
assinaladas com uma circunferência. (B) Exemplo de espetro de HPLC-MS/MS do ião [M+H]+ da LPC 
(16:0), de m/z 496,34, com o ião fragmento característico da cabeça polar (colina e grupo fosfato), de m/z 
184,1 e com a perda neutra de -256 Da correspondente à perda de RCOOH do ácido gordo C16:0. 




corresponde ao ião na forma de [d18:1-2H2O+H]
+ (Figura 11B). 
A classe das PE foi observada e identificada nos espetros HPLC-MS e MS/MS no 
modo positivo como iões [M+H]+. No modo positivo, as espécies com sinal maior desta 
classe foram a PE (O-38:6/P-38:5) de m/z 750,54, a PE (O-38:5/P-38:4) de m/z 752,56 e 
a PE (30:3) de m/z 658,51 (Figura 12A). No espetro MS/MS das PE como iões [M+H]+, 
é visível a perda de 141 Da correspondente à cabeça polar constituída pela etanolamina e 
pelo grupo fosfato. São, ainda, visíveis os FA na forma de ião [RCO]+, como representado 







Figura 11- (A) Espetro de HPLC-MS, no modo positivo, no tempo de retenção 10-12 minutos, onde eluem 
as SM. Os valores de m/z correspondentes às espécies moleculares de SM mais abundantes estão assinaladas 
com uma circunferência. (B) Exemplo de espetro de HPLC-MS/MS do ião [M+H]+ da SM (d34:1, SM 
d18:1/16:0) de m/z 703,50, com o ião fragmento característico da cabeça polar (colina e grupo fosfato), de 
m/z 184,1, bem como a perda neutra de colina e H2O, representado pelo ião de m/z 502,5 e o ião 
correspondente à esfingosina-2H2O, de m/z 264,3. 





A classe das PE foi, também, observada e identificada nos espetros HPLC-MS e 
MS/MS no modo negativo como iões [M-H]-. No modo negativo, as espécies que 
apresentaram maior sinal desta classe foram a PE (O-38:6/P-38:5) de m/z 748,53, a PE 
(O-38:5/P-38:4) de m/z 750,54 e a PE (O-36:5/P-36:4) de m/z 722,51 (Figura 13A). No 
espetro MS/MS, no modo negativo, é visível o ião fragmento que corresponde à cabeça 
polar constituída por etanolamina e pelo grupo fosfato, de m/z 140 Da, bem como os FA 








Figura 12- (A) Espetro de HPLC-MS, no modo positivo, no tempo de retenção 3-5 minutos, onde eluem 
as PE. Os valores de m/z correspondentes às espécies moleculares de PE com maior sinal estão assinaladas 
com uma circunferência. (B) Exemplo de espetro de HPLC-MS/MS do ião [M+H]+ da PE (34:2) de m/z 
716,44, em que se pode observar a perda neutra de 141 Da característica da cabeça polar das PE 
(etanolamina e grupo fosfato) e, também, os iões de m/z 239,2 e m/z 263,2 correspondentes aos ácidos 
gordos C16:0 e C18:2, respetivamente, na forma de [RCO]+. 





As classes com menor número de espécies moleculares identificadas foram PG, 
PS e PI, identificadas no modo negativo como iões [M-H]-. Em relação à classe das PG 
apenas se identificou a PG (38:7) de m/z 791,48, que apresenta uma abundância reduzida, 
e a PG (28:0) de m/z 665, 4 que corresponde ao padrão interno adicionado (Figura 14 A). 
No espetro MS/MS desta classe seria visível o ião fragmento característico da cabeça 
polar constituída por glicerol e pelo grupo fosfato, de m/z 171,0, bem como os iões 
correspondentes aos FA na forma de [RCOO]-. Na classe das PS apenas se identificaram 
2 espécies moleculares: a PS (30:2) de m/z 702,43 e a PS (48:12) de m/z 934,56 (Figura 
14 B). No espetro MS/MS desta classe seria visível a perda de 87 Da, correspondente à 
serina, bem como os iões correspondentes aos FA na forma de [RCOO]-. No entanto, 
dado a reduzida abundância das PG e PS identificadas, não foi possível obter o espetro 
MS/MS das espécies moleculares, pelo que identificação foi baseada apenas com recurso 
ao tempo de retenção característico e à massa exata.  
 
Figura 13- (A) Espetro de HPLC-MS, no modo negativo, no tempo de retenção 3-5 minutos, onde eluem 
as PE. Os valores de m/z correspondentes às espécies moleculares de PE com maior sinal estão assinaladas 
com uma circunferência. (B) Exemplo de espetro de HPLC-MS/MS do ião [M-H]- da PE (34:1) de m/z 716, 
52, com o ião correspondente à cabeça polar (etanolamina e grupo fosfato) de m/z 140 e com os iões 
correspondentes aos ácidos gordos C16:0 e C18:1 na forma de [RCOO]- de m/z 255 e m/z 281, 
respetivamente. 




Por fim, as espécies mais abundantes da classe das PI foram a PI (38:4) de m/z 
885,55 e a PI (42:0) de m/z 949,67 (Figura 15A). No espetro de MS/MS do ião [M-H]- é 
visível o iao fragmento característico da cabeça polar constituída por inositol e pelo grupo 









Figura 14- (A) Espetro de HPLC-MS, no modo negativo, no tempo de retenção 2-3 minutos, onde eluem 
as PG. Os valores de m/z correspondentes às espécies moleculares de PG identificadas estão assinaladas 
com uma circunferência. (B) Espetro de HPLC-MS, no modo negativo, no tempo de retenção de 2-3 
minutos, onde eluem as PS. Os valores de m/z correspondente a uma das espécies moleculares identificada 
está assinalada com uma circunferência. 
 





Com o intuito de identificar diferenças significativas nas espécies moleculares de 
fosfolípidos foi realizada uma análise estatística. Através da análise de componentes 
principais (PCA), realizada após integração das áreas dos picos das 166 espécies de 
fosfolípidos identificadas, foi possível discriminar visualmente o grupo das crianças 
controlo dos grupos de crianças com excesso de peso e com obesidade, tanto no modo 
positivo como no negativo (Figura 16A e 16B). No entanto, esta análise estatística não 
permitiu observar uma discriminação entre o grupo de crianças com excesso de peso e o 
grupo de crianças com obesidade. Tanto no modo positivo como no modo negativo, as 
crianças controlo foram diferenciadas das crianças com BMI elevado ao longo da 
primeira componente que representava no modo positivo 47,6% (modo positivo) e 56,7% 
(modo negativo) de variância geral. As principais espécies moleculares de fosfolípidos 
que contribuíram para a separação ao longo da componente 1 foram a PC (38:7) e a PE 
(36:4) no modo positivo, enquanto no modo negativo foram a PS 48:12 e a PE (O-38:7/P-
38:6). 
Figura 15- (A) Espetro de HPLC-MS, no modo negativo, no tempo de retenção 2-3 minutos, onde eluem 
as PI. Os valores de m/z correspondentes às espécies moleculares de PI mais abundantes estão assinaladas 
com uma circunferência. (B) Exemplo de espetro de HPLC-MS/MS do ião [M-H]- da PI (38:4) de m/z 
885,55, com o ião correspondente à cabeça polar (inositol e grupo fosfato) de m/z 241 e com os iões 
correspondentes aos ácidos gordos C18:0 e C20:4 na forma de [RCOO]- de m/z 283 e m/z 303, 
respetivamente. 
 




De modo a identificar as espécies moleculares de fosfolípidos com a abundância 
relativa mais significativa para a diferenciação dos grupos experimentais, foi utilizado o 
método de Mínimos Quadrados Parciais- Análise Discriminante (PLS-DA) (Figura 17) e 
foi gerada uma Importância Variável na Projeção (VIP, do inglês Variable Importance in 
the Projection) (Figura 18). Através do método PLS-DA, aquando a análise dos 
fosfolípidos no modo positivo, foi possível discriminar as crianças controlo das crianças 
com excesso de peso e com obesidade, sendo a variância total 65,6% (componente 1 
46,4% e componente 2 19,2%) (Figura 17 A). Por PLS-DA não foi possível observar uma 
discriminação entre o grupo de crianças obesas e o grupo de crianças com excesso de 
peso. Após a análise dos resultados do perfil fosfolipídico no modo negativo, o método 
PLS-DA demonstrou uma variância total de 65% (componente 1 56,3% e componente 2 
8,7%), e, tal como no caso anterior, observou-se uma discriminação entre o grupo 
controlo e os grupos excesso de peso e obesidade, não sendo possível discriminar entre 
os grupos excesso de peso e obesidade (Figura 17 B). Na Figura 18 estão presentes as 
espécies moleculares de fosfolípidos que apresentaram maior influência na separação dos 
grupos observada no PLS-DA. No modo positivo (Figura 18 A), a maioria das espécies 
encontravam-se aumentadas no grupo de crianças de peso normal, com exceção da PC 
(O-30:1/P-30:0). Curiosamente, o grupo de crianças com excesso de peso apresentou uma 
diminuição mais acentuada de diversas espécies de fosfolípidos do que o grupo das 
Figura 16- Análise de componentes principais (PCA) com as 166 espécies de fosfolípidos identificadas. 
(A) modo positivo onde a componente principal representa 47,6% de variância geral. (B) modo negativo 
onde a componente principal representa 56,7% de variância geral  




crianças com obesidade. No modo negativo (Figura 18 B) os resultados foram 
semelhantes, com as crianças controlo a apresentarem níveis aumentados das espécies 
lipídicas, com exceção da PS (48:12). 
 
Finalmente, para avaliar as espécies moleculares de fosfolípidos que variam 
significativamente entre os 3 grupos de crianças, realizou-se uma análise estatística 
univariada através do teste ANOVA e do teste post-hoc LSD. Através desta análise, e 
Figura 17-Mínimos Quadrados Parciais- Análise Discriminante (PLS-DA) com as 166 espécies 
fosfolípidos identificadas. (A) modo positivo onde a componente principal representa 46,4% de variância 
geral. (B) modo negativo onde a componente principal representa 56,3% de variância geral. 
Figura 18-Lista de Importância Variável na Projeção (VIP) no modo positivo (A) e no modo negativo (B). 




considerando um p-value (FDR) <0,05, foi possível identificar diferenças significativas 
em 25 espécies de LPC, 27 espécies de PC, 33 espécies de PE, 16 espécies de SM no 
modo negativo e 24 espécies de PE, 1 espécies de PG, 9 espécies de PI e 1 espécies de 
PS no modo negativo (Tabela 12). 
 
Tabela 12-Lista das 136 espécies moleculares de fosfolípidos que variam estatisticamente entre as crianças 
com obesidade (OB) e as controlo (CT), entre as crianças com excesso de peso (EP) e as controlo (CT) e 



























14:0 ↓ ↓  
LPC 
20:5 ↓ ↓  
14:1 ↓ ↓  22:4 ↓ ↓  
16:0 ↓ ↓  22:5 ↓ ↓  
16:1 ↓ ↓  22:6 ↓ ↓  
18:0 ↓ ↓  24:0 ↓ ↓  
18:1 ↓ ↓  O-16:0 ↓ ↓  
18:2 ↓ ↓  O-16:1/P-16:0 ↓ ↓  
18:3 ↓ ↓  O-18:0 ↓ ↓  
18:4 ↓ ↓  O-18:1/P-18:0 ↓ ↓  
20:0 ↓ ↓  O-20:0 ↓ ↓  
20:1 ↓ ↓  P-18:1 ↓ ↓  
20:2 ↓ ↓  P-20:0 ↓ ↓  
20:4 ↓ ↓      
PC 
32:0 ↑   
PC 
40:6 ↑   
32:1 ↑   40:7 ↑   
34:1 ↑   40:8 ↑ ↑  
36:2 ↑ ↑  40:9 ↑ ↑  
36:3 ↑   42:8 ↑   
36:4 ↑ ↑  42:9 ↑ ↑  
36:5 ↑ ↑  44:10 ↓ ↓  
38:3 ↑ ↑  44:11 ↓ ↓  
38:4 ↑ ↑  44:12 ↓   
38:5 ↑   O-30:1/P-30:0  ↑  
38:7 ↑ ↑  O-32:1/P-32:0 ↑   
38:8 ↑   O-34:3/P-34:2  ↑  
40:0 ↑ ↑  P-38:6  ↑  
40:5 ↑ ↑      
PE 
34:1 ↓ ↓ ↓ 
PE 
O-36:5/P-36:4 ↓ ↓ ↓ 
34:2 ↓ ↓ ↓ O-38:4/P-38:3 ↓ ↓ ↓ 
36:2 ↓ ↓ ↓ O-38:7/P-38:6 ↓ ↓ ↓ 
36:3 ↓ ↓ ↓ O-38:8/P-38:7 ↓ ↓ ↓ 
36:4 ↓ ↓ ↓ O-40:10/P-40:9 ↓ ↓ ↓ 





38:4 ↓ ↓ ↓ O-40:7/P-40:6 ↓ ↓ ↓ 
38:6 ↓ ↓  O-40:9/P-40:8 ↓ ↓  
38:7 ↓ ↓ ↓ O-34:3/P-34:2 ↓ ↓  
38:9 ↓ ↓  O-36:3/P-36:2 ↓ ↓  
40:10 ↓ ↓ ↓ O-36:4/P-36:3 ↓ ↓ ↓ 
40:5 ↓ ↓ ↓ O-38:5/P-38:4 ↓ ↓ ↓ 
40:6 ↓ ↓ ↓ O-38:6/P-38:5 ↓ ↓ ↓ 
40:8 ↓ ↓ ↓ P-38:8 ↓ ↓ ↓ 
40:9 ↓ ↓ ↓ O-40:5/P-40:4 ↓ ↓  
42:10 ↓ ↓ ↓ O-40:8/P-40:7 ↓ ↓ ↓ 
42:9 ↓ ↓  P-46:12 ↓ ↓ ↓ 
48:12 ↓ ↓ ↓     
SM 
30:1 ↓ ↓  
SM 
36:3 ↓ ↓  
32:0 ↓ ↓  38:2 ↓ ↓  
32:1 ↓ ↓  38:3 ↓ ↓  
34:0 ↓ ↓  40:1 ↓ ↓  
34:1 ↓ ↓  40:2 ↓ ↓  
34:2 ↓ ↓  40:3 ↓ ↓  
36:1 ↓ ↓  42:2 ↓ ↓  


























34:1 ↓ ↓  
PE 
O-36:2/P-36:1 ↓ ↓  
34:2 ↓ ↓  O-36:3/P-36:2 ↓ ↓  
38:3 ↓ ↓  O-36:4/P-36:3 ↓ ↓  
38:4 ↓ ↓  O-36:5/P-36:4 ↓ ↓  
38:5 ↓ ↓  O-36:6/P-36:5 ↓ ↓  
38:6 ↓ ↓  O-38:4/P-38:3 ↓ ↓  
40:5 ↓ ↓  O-38:5/P-38:4 ↓ ↓  
40:7 ↓ ↓  O-38:6/P-38:5 ↓ ↓  
O-40:6/P-40:5 ↓ ↓  O-38:7/P-38:6 ↓ ↓  
O-40:9/P-40:8 ↓ ↓  O-40:5/P-40:4 ↓ ↓  
O-34:2/P-34:1 ↓ ↓  O-40:7/P-40:6 ↓ ↓  
O-34:3/P-34:2 ↓ ↓  O-40:8/P-40:7 ↓ ↓  
PG 38:7  ↓ ↓      
PI 
34:1 ↓ ↓  
PI 
36:4 ↓ ↓  
34:2 ↓ ↓ ↓ 38:3 ↓ ↓ ↓ 
36:1 ↓ ↓  38:4  ↓  
36:2 ↓ ↓  38:5 ↓ ↓  
36:3 ↓ ↓      







A obesidade pediátrica tem vindo a aumentar na população mundial, constituindo 
um problema de saúde pública. Esta condição origina alterações metabólicas podendo ser 
responsável pelo desenvolvimento de outras patológicas, tais como T2DM, CVD e 
NAFLD. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo estudar alterações a nível 
fosfolipídico no soro de crianças com excesso de peso e com obesidade de modo a detetar 
possíveis biomarcadores relacionados com o desenvolvimento de comorbidades. Para tal, 
o soro de crianças com peso normal (controlo), excesso de peso e obesidade, foi estudado 
para identificar possíveis diferenças no perfil fosfolipídico consoante o BMI das crianças. 
Adicionalmente, em cada grupo de BMI, comparou-se o perfil de fosfolípidos de crianças 
do sexo feminino com crianças do sexo masculino, com o intuído de verificar se existem 
diferentes relacionadas com o sexo dos indivíduos. Assim, o estudo do perfil fosfolipídico 
do soro de crianças foi realizado com recurso a uma abordagem lipidómica com base nas 
técnicas de GC-MS e HPLC-MS e MS/MS. 
O perfil de FA dos fosfolípidos foi estudado através da técnica GC-MS. Nesta 
análise foi possível verificar que não existem diferenças significativas entre o perfil de 
FA de crianças do sexo feminino e do sexo masculino. Adicionalmente, o perfil de FA de 
crianças com excesso de peso e de crianças com obesidade não apresentam diferenças 
significativas. Verificou-se, ainda, que tanto as crianças com excesso de peso como as 
crianças com obesidade apresentam diminuição das concentrações de ácido linoleico 
(C18:2 n-6) quando comparadas com as crianças do grupo controlo. Estes resultados estão 
de acordo com outro estudo já publicado que avaliou jovens obesos com e sem síndrome 
metabólica, em que ambos os grupos apresentavam uma diminuição dos níveis deste 
PUFA n-6, quando comparados com jovens de peso normal (95). Por outro lado, 
verificou-se um aumento do SFA ácido esteárico (C18:0) em crianças com excesso de 
peso e com obesidade e do ácido palmítico (C16:0) em crianças com obesidade, o que 
está de acordo com estudos que avaliaram os FA plasmático e verificaram um aumento 
destes SFA (69,96). Apesar dos FA analisados, se encontrarem esterificados nos 
fosfolípidos, podem estar envolvidos na regulação de vias de sinalização, uma vez que 
são rapidamente hidrolisados pela ação de enzimas como a fosfolipase A2. Os SFA estão 
associados à indução de inflamação através da ativação da via TLR4/NF-kB, uma vez 





tecido adiposo (97,98). Contrariamente, os PUFA inibem a via anteriormente referida 
(98), o que leva à diminuição da produção de citocinas pró-inflamatórias, designadamente 
IL-6 e TNF-α (99). Adicionalmente, parece haver uma relação entre as concentrações 
plasmáticas de PUFA e os níveis de citocinas anti-inflamatórias, como IL-10 e TGFβ 
(99). Deste modo, o aumento de SFA e a diminuição de FA insaturados nas crianças com 
excesso de peso e obesidade pode contribuir para o aumento do estado da inflamação 
nestas condições, visto que estes FA são pró- e anti-inflamatórios, respetivamente. Estas 
alterações podem, assim, estar relacionadas com o desenvolvimento de outras doenças. 
Diversos estudos verificaram que indivíduos adultos com obesidade e T2DM apresentam 
um aumento das concentrações de SFA dos fosfolípidos, designadamente do ácido 
palmítico (16:0) e esteárico (C18:0), quando comparados com indivíduos com excesso de 
peso (100,101). Deste modo, o aumento destes SFA pode ser preditivo do aumento de 
risco de desenvolver T2DM. É ainda de notar que, o aumento do ácido palmítico (C16:0) 
e do ácido esteárico (C18:0), bem como a diminuição do ácido linoleico (C18:2 n-6) 
foram associados à NAFLD, pelo que os seus níveis podem ser representativos do risco 
de desenvolver esta doença, constituindo potenciais biomarcadores para lesões hepáticas 
(55,102). 
A análise do perfil de fosfolípidos no soro foi realizada por HPLC-MS e MS/MS, 
tendo permitido identificar 7 classes de fosfolípidos, designadamente PC, LPC, SM, PE, 
PG, PS e PI. Relativamente ao modo positivo, através da análise estatística foi verificado 
que as espécies moleculares que mais contribuíram para a distinção entre crianças de peso 
normal e crianças com excesso de peso e obesidade, foram éteres de PE, nomeadamente 
PE (O-40:10 ou P-40:9) e PE (O-38:7 ou P-38:6), PE polinsaturadas, a PC (O-30:1 ou P-
30:0) e a PC (44:11). Por outro lado, no modo negativo, as espécies moleculares que mais 
contribuíram para a distinção entre grupos pertencem à classe das PI e aos éteres de PE. 
A PC e a LPC são classes de fosfolípidos abundantes no soro. No nosso estudo, 
verificou-se que as crianças com BMI acima do normal apresentavam níveis aumentados 
da maioria das PC e diminuídos de LPC. A PC é componente integral das lipoproteínas, 
sendo essencial para a sua formação e secreção (57). Diversos estudos reportaram um 
aumento em indivíduos adultos obesos dos níveis de diversas espécies moleculares de PC 
também identificadas neste trabalho, como a PC (32:0), a PC (36:4) e a PC (38:3) (42). 
O aumento de diversas espécies moleculares desta classe identificadas no nosso estudo 





(36:4) e PC (38:3) encontram-se aumentadas em indivíduos adultos obesos com 
resistência à insulina ou T2DM (43,47,103), enquanto a espécie PC (38:3) encontra-se 
aumentada em indivíduos adultos com maior risco de desenvolver CVD (27). 
Relativamente às LPC, vários estudos realizados em crianças (72,73) e em adultos 
reportaram uma diminuição dos níveis de LPC, incluindo de várias espécies identificadas 
neste trabalho, como a LPC (18:3), LPC (20:4) e a LPC (22:6) (6,19). Estas espécies de 
LPC polinsaturadas parecem estar relacionadas com a proteína C-reativa, um marcador 
de inflamação (6). Adicionalmente, as LPC contribuem para a absorção de glucose pelos 
adipócitos através da ativação da proteína cinase C δ (77). Assim, as LPC apresentam um 
efeito benéfico no metabolismo da glucose, pelo que a diminuição dos seus níveis pode 
contribuir para o desenvolvimento da T2DM (44,77). No entanto, a variação e o papel 
das LPC na T2DM não está esclarecida, uma vez que alguns autores apontam para um 
aumento de diversas espécies de LPC em indivíduos obesos com T2DM (104,105), 
enquanto outros apontam para uma diminuição (44). É, ainda de salientar, a diminuição 
de LPC em indivíduos adultos com CVD (27) e em indivíduos adultos com NAFLD (88). 
Uma fonte de níveis plasmáticos de LPC é a enzima LCAT que atua nas lipoproteínas 
(106), no entanto, as LPC séricas são predominantemente produzidas a partir das PC por 
ação da fosfolipase A2 (PLA2) que remove um FA da posição sn-2 das PC (30). Neste 
contexto, os nossos resultados relativos aos níveis de PC e LPC, sugerem uma diminuição 
da atividade da PLA2, o que não está de acordo com outros estudos que avaliaram a 
atividade desta enzima em crianças e adolescentes com obesidade (107,108). Assim, e 
uma vez que a atividade da PLA2 foi associada ao aumento de BMI (107,108), era de 
esperar uma diminuição das concentrações de PC e um aumento de PC, o que não se 
verificou. Deste modo, o aumento da classe das PC e a diminuição das LPC em indivíduos 
com excesso de peso e obesidade está de acordo com o que foi reportado por outros 
autores, estando relacionado com a inflamação e com o desenvolvimento de outras 
doenças como a T2DM, as CVD e a NAFLD. Contudo, e uma vez que a atividade da 
PLA2 está aumentada em crianças com obesidade (107,108), é necessário esclarecer os 
processos que regulam os níveis destas classes em indivíduos obesos de modo a conhecer 
melhor os mecanismos patofisiológicos da obesidade e suas complicações. 
As crianças com excesso de peso e com obesidade, deste estudo, demonstraram 
uma diminuição de algumas espécies moleculares de PE, sendo maioritariamente espécies 





aumento de algumas espécies de PE, também identificadas neste trabalho, como é o caso 
da PE (38:4) e da PE (38:6) (15,42). Diversos artigos na literatura reportaram, ainda, um 
aumento das concentrações de várias espécies de PE, designadamente da PE (34:2) e da 
PE (38:4), em adultos obesos e com T2DM (105,109). Recentemente, em plasma de 
adultos com NAFLD foi, também, descrito um aumento dos níveis plasmáticos totais de 
PE relacionado com a progressão da doença (110). Deste modo, e tendo em conta que as 
crianças deste estudo apresentaram uma diminuição dos níveis de PE, podemos sugerir 
que os níveis desta classe nas crianças em estudo não refletem o risco de desenvolver 
estas complicações associadas à obesidade.  
Curiosamente, a maioria das espécies moleculares da classe das PE são éteres de 
PE. No nosso estudo, os níveis séricos de alguns éteres de PE nas crianças com excesso 
de peso e nas crianças com obesidade estão significativamente diminuídos, o que está de 
acordo com outros estudos que reportaram uma diminuição dos níveis de plasmalogéneos 
em indivíduos com obesidade (23,72,73,111). A função dos éteres de fosfolípidos ainda 
não é bem conhecida. No entanto, foi sugerido que os plasmalogéneos, as espécies mais 
abundantes de éteres de fosfolípidos, apresentam um efeito antioxidante no organismo, 
especialmente os plasmalogéneos de PE (111). Os plasmalogéneos podem atuar como 
agentes quelantes, como o EDTA, ou contribuir para a eliminação de radicais livres (111). 
A oxidação da ligação éter de vinilo dos plasmalogéneos previne a oxidação de PUFA, o 
que demonstra que as espécies de plasmalogéneos protegem a membrana lipídica da 
oxidação sem, no entanto, produzir elevadas quantidades de produtos tóxicos (111,112). 
Deste modo, os níveis diminuídos de éteres de fosfolípidos, podem sugerir o consumo 
dos mesmos por oxidação, contribuindo para o aumento do stress oxidativo na obesidade, 
e consequentemente, para o desenvolvimento de outras complicações. De facto, Graessler 
et al. verificaram que indivíduos com hipertensão e, consequentemente maior risco de 
desenvolver CDV, apresentam uma diminuição das concentrações de plasmalogéneos, 
especialmente os que contêm AA (C20:4) e ácido docosapentanóico (C22:5) (42). Estes 
dados estão de acordo aos resultados por nós obtidos, na medida em que, a PE (O-38:7/P-
38:6) e a PE (O-38:5/P-38:6) apresentam na sua constituição AA e são duas das espécies 
que mais contribuem para a separação das crianças controlo e das crianças com BMI 
elevado. De modo semelhante, os plasmalogéneos de PE estão diminuídos em indivíduos 
com T2DM e com resistência à insulina (23,105,113). Assim, os níveis diminuídos de 





comorbidades, podendo contribuir para o aumento do stress oxidativo, pois diminuem as 
defesas anti-oxidantes, ou sendo uma consequência do mesmo, uma vez que podem ser 
consumidos por oxidação. Contudo, outros estudos reportaram um aumento dos éteres de 
outros fosfolípidos em adultos obesos, nomeadamente éteres de PC (15,43), o que está de 
acordo com os resultados obtidos neste estudo onde se verificou um aumento de PC (O-
30:1/P-30:0), PC (O-32:1/P-32:0), PC (O-34:3/P-34:2) e PC (P-38:6) em crianças obesas 
e com excesso de peso. Como referido anteriormente, esta classe apresenta propriedades 
antioxidantes, pelo que o aumento destas espécies nas crianças com BMI elevado pode 
representar uma resposta do organismo ao aumento do stress oxidativo (15). Ainda assim, 
diversos estudos verificaram que indivíduos obesos com T2DM apresentam uma 
diminuição da concentração de várias espécies de éteres de PC, nomeadamente da PC (O-
30:0), PC (O-32:1), PC (O-34:3) e PC (O-36:3) (44,103,109). Apesar do papel dos éteres 
de fosfolípidos no organismo ser pouco conhecido, neste estudo verificou-se um aumento 
de éteres de PC e uma diminuição de éteres de PE em crianças com excesso de peso ou 
obesidade. Em trabalhos futuros seria interessante esclarecer a função de cada um destes 
éteres de fosfolípidos, bem como a sua resposta em indivíduos com BMI acima do 
normal, uma vez que a sua presença e efeitos podem depender da severidade da doença 
de cada indivíduo. 
A classe das PI é uma das classes que, neste trabalho, mais contribui para a 
distinção de crianças com diferentes BMI. Baseado na análise do fosfolipidoma no modo 
negativo, foi verificado que os níveis de PI se encontram diminuídos em crianças com 
excesso de peso e obesidade. Apesar de ser pouco conhecida a sua função no plasma, as 
PI estão envolvidas em diversas vias de sinalização e influenciam a estrutura e a função 
de lipoproteínas (110). A administração de PI em adultos com peso normal ou com 
excesso de peso, induz o aumento de HDL, possivelmente através da mobilização do Ch 
para estas lipoproteínas, bloqueando o transporte e armazenamento de Ch nas LDL, o que 
leva a uma diminuição do risco de desenvolver CVD (114). Adicionalmente, os níveis da 
classe de PI está aumentada em indivíduos com NAFLD, sugerindo uma alteração do 
metabolismo de fosfolípidos no fígado (110). Assim, pode sugerir-se que o aumento de 
PI diminui o risco de CVD e aumenta o risco de NAFDL. Por outro lado, a diminuição 
de PI, designadamente das espécies PI (34:0, PI 16:0/18:0), PI (38:4, PI 18:0/20:4), PI 






Outra classe fosfolipídica minoritária no plasma é a das PS, sendo que neste estudo 
apenas se identificou uma espécie molecular de PS, a PS (48:12), como 
significativamente mais elevada em crianças com excesso de peso e obesidade. As PS 
têm um papel importante na apoptose celular uma vez que a sua localização na parte 
externa da membrana celular é uma resposta a estímulos sinalizadores de apoptose 
(110,115). No entanto, e à semelhança das PI, a função das PS no plasma não está 
esclarecida. 
As SM são os esfingolípidos mais abundantes nas lipoproteínas, constituindo 
cerca de 20% dos fosfolípidos totais do plasma (21). No nosso estudo as crianças com 
excesso de peso e as crianças obesas apresentam uma diminuição dos níveis de SM 
quando comparadas com crianças de peso normal. As SM podem ser hidrolisadas por 
ação da esfingomielinase, originando Cer que, por sua vez, pela ação da esfingomielina 
sintase são novamente convertidas a SM (21). Na obesidade, o aumento dos adipócitos e 
macrófagos induz um aumento da produção de citocinas inflamatórias que ativam 
diversas enzimas e processos metabólicos o que, consequentemente, leva ao aumento de 
Cer via hidrólise de SM e lipogénese de novo (21). Estudos anteriores reportaram que as 
SM encontravam-se aumentadas em adultos com obesidade (30), contudo noutro estudo, 
os autores reportaram que em crianças obesas não se verificou um aumento das 
concentrações de SM, o que pode dever-se ao equilíbrio entre a síntese de espécies desta 
classe e o seu metabolismo (73). De facto, sabe-se que na obesidade ocorre um aumento 
da expressão da enzima esfingomelinase (61), que tem como função a hidrólise de SM a 
Cer, o que pode justificar a diminuição dos níveis de SM observados. Adicionalmente, o 
aumento da expressão desta enzima pode induzir um  aumento de Cer que pode aumentar 
o risco de T2DM, uma vez que as Cer favorecem a apoptose das células β-pancreáticas 
(79). No entanto, é necessário esclarecer a variação e o significado dos níveis de SM nas 
crianças com elevado BMI, uma vez que esta classe fosfolipídica pode refletir o risco de 
desenvolver T2DM ou outras patologias. 
Por fim, é de realçar que as crianças com excesso de peso apresentam uma 
variação do perfil fosfolipídico bastante semelhante ao das crianças com obesidade. Tal 
sugere que, apesar de não possuírem um BMI tão elevado como na obesidade, as crianças 
com excesso de peso já apresentam alterações do fosfolipidoma, pelo que podem, 
igualmente, estar em risco de desenvolver outras doenças.  
 




5. Conclusão e Perspetivas Futuras 
 
A obesidade é uma doença com uma crescente prevalência não só em adultos, mas 
também em crianças e adolescentes. Esta condição é caracterizada por modificações 
metabólicas e por um aumento da inflamação, podendo levar ao desenvolvimento de 
outras patologias, como a T2DM, as CVD e a NAFLD. Para compreender as 
modificações a nível lipídico induzidas pela obesidade pediátrica, neste trabalho foram 
avaliadas as alterações das espécies moleculares fosfolipídicas em crianças com excesso 
de peso e obesidade. Assim, foi possível observar que as crianças com excesso de peso 
não apresentaram diferenças significativas nas espécies fosfolipídicas identificadas, 
quando comparadas com as crianças com obesidade. Contudo, foram observadas 
alterações significativas entre as crianças de peso normal e as crianças com excesso de 
peso e obesidade. Assim, é possível afirmar que o aumento do tecido adiposo induz 
alterações no metabolismo lipídico. 
Os resultados obtidos neste trabalho, demonstraram que as alterações no perfil de 
ácidos gordos esterificados em fosfolipídicos das crianças com excesso de peso e obesas, 
evidenciados pelo aumento de FA saturados e pela diminuição do ácido linoleico, podem 
estar associadas ao aumento do estado inflamatório característico da obesidade. Não se 
verificou, no entanto, diferenças significativas relacionadas com o sexo dos indivíduos. 
As crianças com excesso de peso, apesar de não possuírem um BMI tão elevado como as 
crianças com obesidade, também apresentam alterações no perfil fosfolipídico, uma vez 
que existem diferenças significativas entre o perfil de ácidos gordos de crianças com 
excesso de peso e de crianças de peso normal. As alterações mais evidentes no perfil de 
fosfolípidos revelam-se na diminuição dos níveis séricos de LPC, SM e éteres de PE e no 
aumento de algumas espécies de PC, o que pode ser um fator de risco para o 
desenvolvimento de T2DM, CVD e NAFLD. Para além disso, os níveis séricos 
significativamente diminuídos de éteres de PE podem estar associados à diminuição das 
defesas anti-oxidantes e ao aumento do processo inflamatório. No entanto, a relação entre 
a inflamação e os níveis significativamente aumentados de éteres de PC não está 
esclarecida. Foram, ainda, identificadas diferenças significativas em espécies moleculares 
pertencentes à classe das PI e PS que, em conjunto com as outras classes anteriormente 
referidas, poderão ser exploradas, no futuro, como potenciais biomarcadores lipídicos. 




De facto, as classes de fosfolípidos LPC, PC e PE têm sido reportadas como 
estando relacionadas com o aparecimento de co-morbilidades da obesidade. Estas 
alterações podem estar associadas a mecanismos lipídicos e processos inflamatórios que 
contribuam para o desenvolvimento de outras doenças associadas à obesidade. 
Futuramente, será interessante analisar crianças de diferentes subgrupos de BMI 
no grupo de crianças com excesso de peso, para avaliar a partir de que percentil de BMI 
se detetam alterações significativas nos fosfolípidos. Para além disso, a amostragem 
deveria ser mais representativa de modo a suportar os resultados. Seria, ainda, interessante 
estudar a atividade de algumas enzimas como a PLA2, a LCAT e a esfingomielinase, bem 
como avaliar a presença de Cer no soro, com o intuito de esclarecer as alterações das 
classes LPC, PC e dos esfingolípidos na obesidade pediátrica. Adicionalmente, são 
necessários mais estudos de modo a identificar possíveis biomarcadores séricos para o 
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Anexo A: Espécies moleculares pertencentes às classes PC, LPC, SM, PE, PG, PI e PS 
identificadas por HPLC-MS e MS/MS em amostras de soro de crianças com diferentes 
BMI. 
Tabela A1- Lista das 166 espécies de fosfolípidos identificadas no soro de crianças de peso normal, com 
excesso de peso e com obesidade. A classe das PC, LPC, SM e PE foram analisadas no modo positivo na 
forma de iões [M+H]+. A classe das PE foi, também analisada no modo negativo na forma de iões [M-H]-. 
PC, [M+H]+ 
Espécie molecular m/z observado Espécie molecular m/z observado 
PC(O-30:1) /PC(P-30:0) 690,54 PC(38:7) 804,55 
PC(O-30:0) 692,56 PC(38:6) 806,57 
PC(30:1) 704,52 PC(38:5) 808,58 
PC(30:0) 706,54 PC(38:4) 810,60 
PC(P-32:1) 716,56 PC(38:3) 812,61 
PC(O-32:1) /PC(P-32:0) 718,57 PC(P-40:6) 818,60 
PC(O-32:0) 720,59 PC(O-40:6) /PC(P-40:5) 820,62 
PC(32:2) 730,54 PC(O-40:5) /PC(P-40:4) 822,64 
PC(32:1) 732,55 PC(O-40:4) /PC(P-40:3) 824,65 
PC(32:0) 734,57 PC(40:10) 826,54 
PC(O-34:4) /PC(P-34:3) 740,56 PC(40:9) 828,55 
PC(O-34:3) /PC(P-34:2) 742,57 PC(40:8) 830,57 
PC(O-34:2) /PC(P-34:1) 744,59 PC(40:7) 832,58 
PC(O-34:1) /PC(P-34:0) 746,60 PC(40:6) 834,60 
PC(34:4) 754,54 PC(40:5) 836,61 
PC(34:3) 756,55 PC(40:4) 838,63 
PC(34:2) 758,57 PC(P-42:6) 846,64 
PC(34:1) 760,58 PC(O-42:6) /PC(P-42:5) 848,65 
PC(P-36:5) 764,56 PC(O-42:5) /PC(P-42:4) 850,67 
PC(O-36:5) /PC(P-36:4) 766,57 PC(42:11) 852,55 
PC(O-36:4) /PC(P-36:3) 768,59 PC(O-42:4) /PC(P-42:3) 852,68 
PC(O-36:3) /PC(P-36:2) 770,60 PC(42:9) 856,59 
PC(36:7) 776,52 PC(42:9) 856,59 
PC(36:6) 778,54 PC(42:8) 858,60 
PC(36:5) 780,55 PC(42:7) 860,61 
PC(36:4) 782,57 PC(42:6) 862,63 
PC(36:3) 784,58 PC(P-44:6) 874,67 
PC(36:2) 786,60 PC(O-44:6) /PC(P-44:5) 876,69 
PC(P-38:6) 790,57 PC(44:12) 878,57 





PC(O-38:5) /PC(P-38:4) 794,61 PC(44:11) 880,58 
PC(O-38:4) /PC(P-38:3) 796,62 PC(44:10) 882,60 
PC(38:8) 802,54 PC(P-46:6) 902,70 
LPC, [M+H]+ 
Espécie molecular m/z observado Espécie molecular m/z observado 
LPC(14:1) 466,29 LPC(18:0) 524,37 
LPC(14:0) 468,31 LPC(P-20:0) 536,41 
LPC(O-16:1)/LPC(P-16:0) 480,35 LPC(O-20:0) 538,42 
LPC(O-16:0) 482,36 LPC(20:5) 542,32 
LPC(16:1) 494,32 LPC(20:4) 544,34 
LPC(16:0) 496,34 LPC(20:3) 546,35 
LPC(P-18:1) 506,36 LPC(20:2) 548,37 
LPC(O-18:1) 508,38 LPC(20:1) 550,39 
LPC(P-18:0) 508,38 LPC(20:0) 552,40 
LPC(O-18:0) 510,39 LPC(22:6) 568,34 
LPC(18:4) 516,31 LPC(22:5) 570,36 
LPC(18:3) 518,32 LPC(22:4) 572,37 
LPC(18:2) 520,34 LPC(24:0) 608,47 
LPC(18:1) 522,36   
SM, [M+H]+ 
Espécie molecular m/z observado Espécie molecular m/z observado 
SM(d30:1) 647,51 SM(d36:1) 731,61 
SM(d32:2) 673,53 SM(d38:3) 755,61 
SM(d32:1) 675,54 SM(d38:2) 757,62 
SM(d32:0) 677,56 SM(d38:1) 759,64 
SM(d34:2) 701,56 SM(d40:3) 783,64 
SM(d34:1) 703,58 SM(d40:2) 785,65 
SM(d34:0) 705,59 SM(d40:1) 787,67 
SM(d36:3) 727,58 SM(d42:3) 811,67 
SM(d36:2) 729,59 SM(d42:2) 813,68 
PE, [M+H]+ 
Espécie molecular m/z observado Espécie molecular m/z observado 
PE(30:3) 658,44 PE(38:9) 758,48 
PE(O-34:3) /PE(P-34:2) 700,53 PE(38:7) 762,51 
PE(34:2) 716,52 PE(38:6) 764,52 
PE(34:1) 718,54 PE(38:4) 768,55 
PE(O-36:5) /PE(P-36:4) 724,53 PE(O-40:10) /PE(P-40:9) 770,51 
PE(O-36:4) /PE(P-36:3) 726,54 PE(O-40:9) /PE(P-40:8) 772,53 
PE(O-36:3) /PE(P-36:2) 728,56 PE(O-40:8) /PE(P-40:7) 774,54 





PE(36:3) 742,54 PE(O-40:5) /PE(P-40:4) 780,59 
PE(P-38:8) 744,50 PE(40:10) 784,49 
PE(36:2) 744,55 PE(40:9) 786,50 
PE(O-38:8) /PE(P-38:7) 746,51 PE(40:8) 788,52 
PE(O-38:7) /PE(P-38:6) 748,53 PE(40:6) 792,55 
PE(O-38:6) /PE(P-38:5) 750,54 PE(40:5) 794,57 
PE(O-38:5) /PE(P-38:4) 752,56 PE(42:10) 812,52 
PE(O-38:4) /PE(P-38:3) 754,56 PE(42:9) 814,54 
  PE(48:12) 892,59 
PE, [M-H]- 
Espécie molecular m/z observado Espécie molecular m/z observado 
PE(O-34:3) /PE (P-34:2) 698,51 PE(O-38:4) /PE(P-38:3) 752,56 
PE(O-34:2) /PE(P-34:1) 700,53 PE(38:6) 762,51 
PE(34:2) 714,51 PE(38:5) 764,52 
PE(34:1) 716,52 PE(38:4) 766,54 
PE(O-36:5) /PE(P-36:5) 720,50 PE(38:3) 768,55 
PE(O-36:5) /PE(P-36:4) 722,51 PE(O-40:9) /PE(P-40:8) 770,51 
PE(O-36:4) /PE (P-36:3) 724,53 PE (O-40:8) /PE(P-40:7) 772,53 
PE(O-36:3) /PE(P-36:2) 726,55 PE(O-40:7) /PE(P-40:6) 774,55 
PE(O-36:2) /PE(P-36:1) 728,56 PE(O-40:6)/PE(P-40:5) 776,56 
PE(O-38:7) /PE(P-38:6) 746,51 PE(O-40:5) /PE(P-40:4) 778,57 
PE(O-38:6) /PE(P-38:5) 748,59 PE(40:7) 788,52 
PE(O-38:5) /PE(P-38:4) 750,55 PE(40:5) 792,55 
PG, [M-H]- 
Espécie molecular m/z observado   
PG(38:7) 791,49   
PI, [M-H]- 
Espécie molecular m/z observado Espécie molecular m/z observado 
PI(30:2) 777,45 PI(36:1) 863,56 
PI(34:2) 833,52 PI(38:5) 883,53 
PI(34:1) 835,53 PI(38:4) 885,55 
PI(36:4) 857,52 PI (38:3) 887,57 
PI(36:3) 859,53 PI(42:0) 949,67 
PI(36:2) 861,55   
PS, [M-H]- 
Espécie molecular m/z observado Espécie molecular m/z observado 
PS(30:2) 702,43 PS(48:12) 934,56 
 
